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RESUMO

A esquizofrenia ¢ uma sindrome psiquiatrica cronica, complexa e herdavel caracterizada por déficits
cognitivos generalizados e que sdo responsaveis por grande parte das disfungdes sdcio ocupacionais
relacionadas a doenca. Apesar dos déficits cognitivos atualmente serem reconhecidos como centrais
na psicopatologia do transtorno, pouco se sabe sobre seus determinantes fisiopatologicos. Nesta
perspectiva, o estudo do sistema endocanabindide (SEc) pode auxiliar no avanco do conhecimento a
respeito de seus mecanismos fisiopatoldgicos. Diversas alteragdoes do SEc foram descritas em pacientes
com esquizofrenia e apontam para seu envolvimento na fisiopatologia da doenga, e em particular na
dos déficits das habilidades cognitivas. No sistema nervoso central (SNC), os endocanabinoides,
principalmente via CB1R, atuam na modulagdo de outros sistemas de neurotransmissores € sao
importantes para o ajuste fino do fluxo de informagdes em redes neurais. Além disso, o SEc exerce
papel importante em etapas cruciais do desenvolvimento cerebral. As habilidades cognitivas sdo
consideradas tragos complexos, ou seja, multifatoriais, com a participacdo de fatores ambientais e
genéticos, sendo que uma das estratégias para compreendermos os fatores etioldgicos dos déficits
cognitivos da esquizofrenia ¢ o estudo dos genes envolvidos com estes prejuizos. Estudos de
associagdao encontraram relagdo entre a esquizofrenia e polimorfismos de CNR1, mas os resultados
ndo foram consistentes, € a relagdo de variacdes genéticas de elementos do SEc com os prejuizos
cognitivos destes pacientes foi pouco estudada. Portanto, nossa hipdtese € a de que variagdes genéticas
dos genes dos receptores endocanabindides estardo associados com o desempenho cognitivo nos
pacientes, mas ndo nos controles. O objetivo principal do presente trabalho ¢ testar se dois
polimorfismos do gene CNRI1 (rs1049353 e rs12720071) e um polimorfismo do gene CNR2
(rs2229579) dos receptores endocanabinoides estao associados com os prejuizos cognitivos avaliados
pela BACS em uma amostra de 69 pacientes com esquizofrenia e 45 controles saudaveis. O objetivo
secundario foi também avaliar se os mesmos polimorfismos estariam associados com o risco para a
sindrome. Encontramos associagao consistente dos genotipos do polimorfismo rs12720071 (T > C) do
CNRI1 com o desempenho cognitivo dos pacientes em diversos dominios. Pacientes C/C, apresentaram
desempenho significativamente pior nos dominios de velocidade motora, fluéncia verbal, memoria de
trabalho (significativa mesmo apds correcdo para multiplos testes), atencdo/velocidade de
processamento e raciocinio/resolu¢do de problemas (nominalmente significativo). Este mesmo
polimorfismo também se associou ao risco para a o desenvolvimento da esquizofrenia. Além dos
pacientes apresentarem maior propor¢ao do alelo C, os portadores do alelo C (T/C ou C/C) tiveram
mais chance (3,86 vezes no modelo dominante e 1,73 vezes no modelo aditivo) de ter esquizofrenia
do que os individuos T/T (p<0,001, significativo mesmo apos corre¢do para multiplos testes). Para o
polimorfismo rs2229579 (G > A), ndao houve associacao dos gendtipos com a sindrome, mas o alelo A
foi nominalmente correlacionado ao risco para a esquizofrenia. Apesar de limitados por questdes
metodoldgicas, nossos dados dao suporte a hipotese geral de que variacdes do CNR1 podem estar
associados a fisiopatologia da sindrome. Em particular, o polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1
pode estar envolvido na patogénese dos déficits cognitivos da esquizofrenia.

Palavras-chave: esquizofrenia; habilidades cognitivas; déficits cognitivos; BACS; sistema
endocanabinoide; receptores endocanabinodides; CB1R; CB2R; polimorfismos; genes; CNR1; CNR2.



ABSTRACT

Schizophrenia is a chronic, complex and inheritable psychiatric syndrome characterized by generalized
cognitive deficits that account for most of the socio-occupational dysfunctions associated with the
disease. Although cognitive deficits are currently recognized as central to the psychopathology of the
disorder, little is known about its pathophysiological determinants. In this perspective, the study of the
endocannabinoid system (EcS) can aid in the advancement of knowledge regarding its
pathophysiological mechanisms. Several EcS alterations have been described in patients with
schizophrenia and point to their involvement in the pathophysiology of the disorder, and particularly
in the deficits of cognitive abilities. In the central nervous system (CNS), endocannabinoids, mainly
via CBIR, act in the modulation of other neurotransmitter systems and are important for fine-tuning
the information flow in neural networks. In addition, EcS plays an important role in crucial stages of
brain development. Cognitive abilities are considered complex traits, ie, multifactorial, with the
participation of environmental and genetic factors, and one of the strategies to understand the
etiological factors of the cognitive deficits of schizophrenia is the study of genes involved with these
impairments. Association studies found a relationship between schizophrenia and CNRI
polymorphisms, but the results were not consistent, and the relation of genetic variations of EcS
elements with the cognitive impairments of these patients was little studied. Therefore, our hypothesis
is that genetic variations of endocannabinoid receptor genes will be associated with cognitive
performance in patients, but not in controls. The main objective of the present work is to test if two
polymorphisms of the CNR1 gene (rs1049353 and rs12720071) and a polymorphism of the CNR2
gene (rs2229579) of the endocannabinoid receptors are associated with the cognitive impairments
evaluated by the BACS in a sample of 69 patients with schizophrenia and 45 controls. The secondary
endpoint was also to assess whether the same polymorphisms would be associated with the risk for the
syndrome. We found a consistent association of CNR1 polymorphism rs12720071 (T> C) genotypes
with the cognitive performance of patients in several domains. Patients C / C, presented significantly
worse performance in the domains of motor speed, verbal fluency, working memory (significant even
after correction for multiple tests), attention / processing speed and reasoning / problem solving
(nominally significant). This same polymorphism was also associated with the risk for the
development of schizophrenia. In addition to the patients presenting a higher proportion of the C allele,
patients with the C allele (T/C or C/C) were more likely to have schizophrenia (3.86 times in the
dominant model and 1.73 times in the additive model) than T/T subjects (p <0.001, significant even
after correction for multiple tests). For polymorphism rs2229579 (G> A), there was no association of
the genotypes with the syndrome, but the A allele was nominally correlated with the risk for
schizophrenia. Although limited by methodological issues, our data support the general hypothesis that
CNRI1 variations may be associated with the pathophysiology of the syndrome. In particular,
polymorphism rs12720071 (T> C) of CNR1 may be involved in the pathogenesis of cognitive deficits
of schizophrenia.

Keywords: schizophrenia; cognitive abilities; cognitive deficits; BACS; endocannabinoid system;
endocannabinoid receptors; CB1R; CB2R; polymorphisms; genes; CNR1; CNR2.
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1. ANTECEDENTES CIENTIFICOS
1.1. Esquizofrenia

A esquizofrenia ¢ uma sindrome psiquiatrica cronica, recidivante, altamente heterogenia em relagao
aos seus aspectos etioldgicos, neurobiologicos e clinicos, e que leva a graus variados de prejuizo
funcional e social. Estas caracteristicas tornam esta condicdo uma das principais causas de
incapacidade no mundo (Tandon, Nasrallah, & Keshavan, 2009), além de estar associada a maior
mortalidade (Laursen, Nordentoft, & Mortensen, 2014). Considerada o protétipo da “loucura”, talvez
seja a doenca mais importante da psiquiatria ¢ uma das mais relevantes em toda a medicina.
Reforcando esta percepcdo, em 1988, o editor da revista Nature declarou que “a esquizofrenia €

indiscutivelmente a pior doenga que afeta o ser humano” (Insel, 2010; Maddox, 1988).

O conceito atual de esquizofrenia como uma entidade nosoldgica tinica deriva principalmente dos
trabalhos de Kraepelin, Bleuler e Schneider do final do século XIX e inicio do século XX. Kraepelin
enfatizava o quadro clinico geral como definidor da doenga: inicio na adolescéncia, curso cronico e
deteriorante e desfecho invariavelmente negativo, com prejuizos pervasivos e permanentes nas fungdes
mentais. Bleuler, quando usou o termo “esquizofrenias”, ja prenunciava que a doenga talvez nao fosse
uma entidade tnica, mas sim um grupo de doencas com manifestagdes semelhantes. Ele acreditava
que a alteragdao fundamental era a desintegracao das fun¢des mentais (afrouxamento de associacoes,
embotamento afetivo, ambivaléncia e autismo). Schneider, operacionalizando conceitos de Jaspers,
considerava que os sintomas de primeira-ordem eram o fundamento da esquizofrenia (Tandon et al.,

2009).

Estes conceitos continuam atuais, pois formam a base de nossos sistemas diagndsticos contemporaneos
(CID-10 e DSM-5), que se fundamentam nas caracteristicas clinicas consideradas “fundamentais” por
estes trés autores: curso e desfecho (Kraepelin), sintomas positivos (Schneider) e negativos (Bleuler)
(American Psychiatric Association, 2014; World Health Organization, 1992). Para o diagnostico da
esquizofrenia, os critérios do DSM-5 requerem a presenca de sintomas positivos € negativos por um
periodo minimo de um més, disfun¢do socio ocupacional por mais de 6 meses e a exclusdo de
transtornos de humor, uso de substancias, condigdes médicas gerais ou transtorno invasivo do

desenvolvimento (American Psychiatric Association, 2014; Tandon et al., 2009).

O volume crescente de pesquisas sobre etiologia, patogénese, fisiopatologia e tratamento nas tltimas
seis décadas ampliou nossa base de conhecimento sobre esta entidade, mas ainda nao modificou
fundamentalmente nossa compreensao sobre este transtorno. Apesar disso, um conceito fundamental

e inconteste emerge deste grande volume de pesquisas: a esquizofrenia ¢ uma entidade patologica
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neurodesenvolvimental de base cerebral, com uma etiologia especifica (mesmo que ainda nao
completamente compreendida) e uma patologia identificavel (mesmo que ainda descrita de forma
incompleta). Na verdade, atualmente entende-se a esquizofrenia ndo como uma doenga Unica, mas
como uma sindrome composta provavelmente por diversas doencgas diferentes (com etiologias e vias
fisiopatoldgicas distintas) que se manifestam clinicamente de forma similar (Tandon, Keshavan, &

Nasrallah, 2008a).

Serao apresentados brevemente os dados mais consistentes da pesquisa em esquizofrenia sobre seus

aspectos etiologicos, epidemioldgicos, neurobiologicos e clinicos.

1.1.1. Epidemiologia e etiologia

A esquizofrenia apresenta uma prevaléncia de aproximadamente 4,5/1000 e incidéncia anual de 8-
40/100.000 (McGrath, Saha, Chant, & Welham, 2008; Tandon, Keshavan, & Nasrallah, 2008b). Como
citado anteriormente, hoje concebe-se a esquizofrenia ndo como uma doenca em si, mas como um
estado de maturacdo cerebral com um padrao especifico de respostas emergentes as experiéncias, que,
por diversas e complexas razdes genéticas e ambientais, se manifesta em aproximadamente 1% da

populagdo mundial (Kahn et al., 2015; Weinberger, 1987).

As causas da esquizofrenia ainda ndo sdo totalmente compreendidas. Sabe-se que diversos fatores
genéticos e ambientais interagem entre si € com os mecanismos de desenvolvimento cerebral para
causar o transtorno (Insel, 2010). Volume crescente de evidéncias aponta para o envolvimento e
interagdo complexa e ndo especifica dos fatores etiologicos, o que fortalece a visdo dimensional desta
condi¢do. Alguns autores consideram a esquizofrenia como a fragdo de mau progndstico de uma
sindrome psicotica multidimensional complexa composta por tragos mensuraveis que confeririam
vulnerabilidade e estariam presentes em uma proporg¢ao substancial da populagdo geral (Jim Van Os,

Kenis, & Rutten, 2010).

A esquizofrenia ¢ fortemente influenciada por fatores genéticos, com uma herdabilidade — proporgao
das diferencas individuais no fendtipo que estdo associadas com diferengas genéticas entre individuos
— de aproximadamente 60 a 80% (Sullivan, Kendler, & Neale, 2003). Apesar da grande quantidade de
pesquisas nesta area, até o momento ndo se conseguiu delimitar especificamente suas bases genéticas.
Ja esta claro que estamos lidando com uma doenca poligénica, com arquitetura genética complexa,
com multiplos polimorfismos comuns contribuindo com um efeito causal de pequena magnitude,

associados com algumas mutagdes mais raras com tamanhos de efeito maiores. Apesar disso, até hoje
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ndo se descobriu nenhuma alteragdo genética individual que seja necessaria ou suficiente para seu

desenvolvimento (Tandon et al., 2008b).

Além dos fatores genéticos, os fatores de risco ambientais estdo sendo cada vez mais compreendidos.
Exposicdes e eventos pré/perinatais (infecgdes, deficiéncias nutricionais, eventos psicossociais
estressores maternos), durante a infincia (maus-tratos, traumatismo craniano, urbanicidade, migragao)
ou adolescéncia (uso de maconha antes dos 15 anos) estdo associados a maior predisposi¢do e/ou risco
de desenvolver a esquizofrenia, apesar de, assim como em relacao aos fatores genéticos, nenhum fator

de risco ambiental ser necessario ou suficiente para causar a sindrome (Jim Van Os et al., 2010).

O conhecimento sobre os fatores genéticos e ambientais relacionados a esquizofrenia (fatores
etiologicos) tem crescido muito nas ultimas décadas, mas quais exposi¢oes especificas € como estes

fatores interagem para causar a(s) doenga(s) (etiologia) ainda ndo estd completamente compreendido.

1.1.2. Patogénese e mecanismos fisiopatologicos

Diversas alteracdes cerebrais foram identificadas em pacientes com esquizofrenia, o que
provavelmente reflete os diversos mecanismos fisiopatoldgicos diferentes que fazem parte da
sindrome. Alteragdes estruturais (reducdes volumétricas globais, reducdo de substancia cinzenta de
regides especificas, alargamento de ventriculos, alteragdes de substancia branca), funcionais (reducao
da ativagao do cortex pré-frontal dorsolateral), neurofisioldgicas (alteragdes de medidas de potenciais
evocados cerebrais — P300, mismatch negativity (MMN), inibi¢dao de pré-pulso —, anormalidades de
movimentos oculares, de arquitetura do sono e de sincronia neural), neuroquimicas (alteracdes
dopaminérgicas — hiperatividade mesolimbica e hipoatividade mesocortical —, glutamatérgicas —
hipofungdo NMDA — e gabaérgicas, além de outros sistemas de neurotransmissores — serotonina,
acetilcolina, endocanabinéides), neuroendocrinas (hiperativacdo do eixo HPA) e neuropatoldgicas
(desorganizacao neuronal cortical e limbica, alteragao na integridade das sinapses, auséncia de gliose)
foram extensivamente replicadas na esquizofrenia (Keshavan, Tandon, Boutros, & Nasrallah, 2008;

Ross, Margolis, Reading, Pletnikov, & Coyle, 2014).

A semelhanga dos fatores etiologicos, sabe-se muito a respeito dos substratos neurobiolégicos, mas
pouco sobre como eles interagem para causar a doenca (mecanismos fisiopatologicos). O modelo
fisiopatoldgico mais aceito € a hipdtese dopaminérgica da esquizofrenia (Howes & Kapur, 2009), que
propoe que multiplos fatores de risco genéticos e ambientais interagem durante os estagios pré e pos-

natais do neurodesenvolvimento e, talvez por diversas vias fisiopatoldgicas diferentes (doengas
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diferentes), convergem para a via final comum da desregulagao dopaminérgica estriatal pré-sinaptica.
Visto que a fungdo dopaminérgica ¢ interligada e regulada pelos sistemas gabaérgico, glutamatérgico
e endocanabindide, as visdes atuais do impacto ambiental ndo s6 levam em conta alteragdes
neurodesenvolvimentais nestes sistemas, como também possiveis alteracdes de mielinizagdo,
sinaptogénese, imunologicas e de metabolismo energético celular (Jim Van Os et al., 2010). Estas
alteracdes resultariam em graus varidveis de vulnerabilidade que, na maior parte das vezes, se
expressariam comportamentalmente por alteragdes cognitivas sutis, alguma desconfianca exagerada
ou desregulagdo emocional, o que, geralmente, levaria a efeitos sutis sobre a funcionalidade. Em uma
pequena parte das pessoas que desenvolvem estas vulnerabilidades, talvez quando a predisposicao
genética se combina com maior quantidade de insultos ambientais em pontos-chave do
neurodesenvolvimento, um estado de liberacao anormal de dopamina pode surgir, o que resultaria em
atribuicao aberrante de saliéncia aos estimulos ambientais, que, por sua vez levaria aos sintomas

psicoticos (Howes & Murray, 2014; Jim van Os & Kapur, 2009).

1.1.3. Aspectos clinicos

A esquizofrenia pode ser caracterizada clinicamente pela combinac¢ao de propor¢des variaveis de cinco
dimensdes sintomaticas (positiva, negativa, cognitiva, afetiva e psicomotora), que variam entre
pacientes e ao longo do tempo em um mesmo paciente (M. Green & Nuechterlein, 2004; Levine &
Rabinowitz, 2007; Morrens, Hulstijn, & Sabbe, 2007; Tandon et al., 2009; Jim van Os & Kapur, 2009).
Alguns autores acrescentam ainda mais uma dimensdo, a de desorganizagdo (Andreasen, 1979;
Kitamura, Okazaki, Fujinawa, Yoshino, & Kasahara, 1995; Nakaya, Suwa, & Ohmori, 1999; Tandon
et al., 2009). A doenca apresenta um curso cronico, recidivante, geralmente com remissdes
incompletas e ¢ associada a graus varidveis de prejuizo socio ocupacional, além de redugdo da

qualidade e expectativa de vida (Tandon et al., 2009).

A dimensao positiva se caracteriza por prejuizo no teste de realidade e inclui delirios e alucinagdes. A
dimensao negativa é representada por um apagamento ou auséncia de uma gama de fungdes afetivas e
motivacionais normais: embotamento afetivo (prejuizo na experiéncia e expressao dos afetos), abulia
(perda de motivagdo), alogia (pobreza do pensamento/discurso), anedonia (perda da capacidade de
sentir prazer), avolicdo (perda de iniciativa), apatia (perda de interesse) e retragao social (reducao da
interagdo social). A dimensdo de desorganizacdo refere-se as anormalidades do pensamento formal
(circunstancialidade, afrouxamento de lagos associativos, descarrilamento, desagregacdo) e ao

comportamento desorganizado ou bizarro. A dimensdo afetiva se refere a reatividade emocional
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elevada e sintomas depressivos, enquanto que a motora € representada por psicomotricidade reduzida
e sintomas catatonicos (Kahn et al., 2015; Morrens et al., 2007; Mueser & McGurk, 2004; Tandon et

al., 2009). A dimensao cognitiva, que ¢ o escopo deste trabalho, sera discutida em detalhes a seguir.

Esta cada vez mais claro que estamos lidando com um transtorno do neurodesenvolvimento, que
comeca ainda na vida intrauterina, muito antes do primeiro episddio psicético. Condizente com esta
mudanga de paradigma, pode-se descrever trajetorias evolutivas e cursos clinicos que podem ser
divididas em quatro estagios distintos. O estagio 1, ou de risco, caracteriza-se pela presenca de fatores
de risco genéticos e ambientais em graus variados e pode ser assintomatica ou evidenciar alteracdes
comportamentais ou de regulagdo emocional inespecificas durante a infancia. O estagio 2, ou fase
prodromica, caracteriza-se por déficits cognitivos e sociais sutis, além de, em alguns casos, sintomas
psicoticos atenuados ou subsindromicos e sintomas depressivos e ansiosos. O estagio 3, ou fase
progressiva ou de psicose aguda, se caracteriza principalmente por sintomas positivos agudos e
intensos, que influenciam fortemente o comportamento dos pacientes. Na maior parte dos casos, ¢
neste momento que os pacientes chamam a atencao clinica e sdo levados ao tratamento. Resultados
promissores de estudos que propde intervencdes precoces, multidisciplinares e centradas no paciente
no estagio 3 (ou mesmo no periodo prodréomico) indicam que o prognostico ¢ melhorado quanto mais
precoce a intervengao e que pode haver uma potencial prevencdo (Kane et al., 2016; Nordentoft,
Jeppesen, Petersen, Bertelsen, & Thorup, 2009) do estagio 4, ou fase residual. Esta fase tardia ¢
caracterizada pelo predominio de sintomas negativos e prejuizos funcionais graves e persistentes
(Kahn et al., 2015), além de maior prevaléncia de doengas clinicas, especialmente cardiovasculares, o
que contribui para uma expectativa de vida de em média 20 anos menor do que a da populagdo geral

(Laursen et al., 2014).

Portanto, o quadro clinico geral que emerge das pesquisas em esquizofrenia ¢ de uma sindrome
caracterizada por grande heterogeneidade etioldgica, neurobioldgica e clinica, provavelmente
composta por inimeras (talvez centenas) doengas diferentes, com mecanismos etio-fisiopatogénicos
proprios, mas que compartilham uma via fisiopatologica final comum e t€ém uma expressao fenotipica

e curso clinico semelhantes (Keshavan, Nasrallah, & Tandon, 2011).

1.1.4. Disfuncao cognitiva na esquizofrenia

Desde a primeira descricdo da esquizofrenia por Kraepelin no final do século XIX, seus aspectos
cognitivos ja eram relatados. Ao denominar a condi¢cao como dementia praecox, Kraepelin valorizava

as alteracOes cognitivas, tais como dificuldades de atencdo e memoria, que acreditava ser uma
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dimensao sintomatoldgica fundamental, ter um inicio precoce € uma piora progressiva (Palmer,

Dawes, & Heaton, 2009; Tandon et al., 2009).

Apesar do reconhecimento inicial, a dimensao cognitiva perdeu interesse da comunidade cientifica
com o crescimento ¢ hegemonia das teorias psicogénicas das doencas psiquidtricas durante grande
parte do século XX. Foi somente no ultimo quarto deste século que os aspectos neurocognitivos da
esquizofrenia retornaram ao centro do interesse cientifico (Palmer et al., 2009). Esta retomada de um
conceito kraepelineano pode ser facilmente percebido pelo aumento exponencial do numero de
trabalhos sobre a dimensao cognitiva da esquizofrenia. Em uma pesquisa no banco de dados PubMed
utilizando os unitermos “schizophrenia” e “cognition”, encontra-se que de 1946 a 1989 foram
publicados em média 26 artigos por ano ¢ de 1990 a 2017 a média de publicagdes saltou para 414

artigos anuais, um aumento de quase 1500%!

A extensdo e o padrao dos déficits cognitivos encontrados nos pacientes com esquizofrenia foram foco
de um volume grande de trabalhos que procuravam determinar as diferengas de perfil neuropsicoldgico
entre individuos com esquizofrenia e controles saudaveis. Diversas metanalises (Dickinson, Ramsey,
& Gold, 2007; Fioravanti, Carlone, Vitale, Cinti, & Clare, 2005; Heinrichs & Zakzanis, 1998;
Mesholam-Gately, Giuliano, Goff, Faraone, & Seidman, 2009) agruparam estes resultados e
permitiram algumas conclusdes gerais. Resultados heterogéneos entre pacientes, dominios e estudos
dificultam o estabelecimento de um perfil cognitivo caracteristico dos pacientes com esquizofrenia,
mas, de forma geral, a sindrome € caracterizada por déficits neurocognitivos generalizados na maioria
dos dominios pesquisados, que sdo de intensidade leve a moderada (aproximadamente entre 1 e 2
desvios-padrao (DP) abaixo da média normativa) (Palmer et al., 2009). Os dominios cognitivos mais
consistentemente afetados nos pacientes sdo: atencao/vigilancia, memoria de trabalho, memoria e
aprendizagem verbal, memoria e aprendizagem visual, raciocinio e resolucdo de problemas,
velocidade de processamento, compreensao verbal e cognicado social (M. Green & Nuechterlein, 2004;

Nuechterlein et al., 2004; Tandon et al., 2009).

A heterogeneidade caracteriza a esquizofrenia em relacdo a todos os seus aspectos € no dominio
cognitivo ndo ¢ diferente. A grande maioria dos pacientes apresenta algum grau de prejuizo cognitivo,
mas aproximadamente 20 a 25% deles apresentam perfis neuropsicoldgicos dentro da faixa de
normalidade. Entretanto, a normalidade neuropsicoldgica nao exclui que haja prejuizo relacionado a
doenca. Uma parte destes pacientes realmente nao apresenta déficits cognitivos, mas a outra ¢
composta por pessoas que funcionam na faixa de normalidade, mas que teriam um potencial cognitivo

maior se ndo desenvolvessem a doenca. Ou seja, apresentam reducdo da capacidade cognitiva, mas,
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provavelmente por terem uma reserva cognitiva maior, nao cruzam a faixa de normalidade (Keefe &
Fenton, 2007; Palmer et al., 2009). Estudos de analise de clusters identificaram que os pacientes podem
ser agrupados em quatro grandes grupos gerais quanto ao seu prejuizo cognitivo: normais; prejuizo
global e severo; e dois grupos intermediarios com prejuizos de intensidade varidveis e uma ou duas

dimensdes cognitivas mais comprometidas (Palmer et al., 2009).

Quanto ao curso ao longo do tempo, sabe-se que graus variaveis de prejuizo cognitivo podem ser
detectados na fase pré-morbida, mesmo antes do inicio formal da sindrome clinica (Fuller et al., 2002).
Em média, os jovens que irdo desenvolver a esquizofrenia apresentam desempenho cognitivo meio DP
abaixo dos controles (Kahn & Keefe, 2013). Estudos populacionais prospectivos identificaram
declinios cognitivos bastante precoces (em torno de 10 anos antes do primeiro surto psicotico) nos
sujeitos que viriam a desenvolver o transtorno (Reichenberg et al., 2010). Com o inicio da sindrome
clinica, parece haver um pequeno declinio adicional no desempenho cognitivo global (Kahn & Keefe,
2013), que se situa em média entre 1/3 e 1/2 DP abaixo dos controles. Depois do seu desenvolvimento,
o funcionamento cognitivo mantem-se relativamente estdvel ao longo do seu curso, podendo haver até
uma leve melhora no inicio da fase de estabilizag¢do do primeiro episddio psicotico (Goldberg & Green,
2002; Palmer et al., 2009; Tandon et al., 2009). O curso de longo prazo do funcionamento cognitivo
na esquizofrenia ainda € controverso, mas uma metanalise de estudos longitudinais que avaliaram os
déficits cognitivos de pacientes de alto risco ou em primeiro episddio psicotico evidenciou que 0s
prejuizos cognitivos se desenvolvem antes do primeiro surto psicético e ndo encontrou evidéncia de
declinio cognitivo (Bora & Murray, 2014). De uma forma geral, pacientes com esquizofrenia
apresentam desempenho cognitivo de, em média, 1 a 2 DP abaixo dos controles saudaveis e que ja
estdo em grande parte presentes antes do desenvolvimento do primeiro episddio psicotico. Estes dados
apontam para o papel da dimensdo cognitiva como central para a esquizofrenia, a ponto de alguns
autores proporem que a condi¢do nao seja mais tratada como um transtorno psicotico, mas sim como

um transtorno cognitivo (Kahn & Keefe, 2013).

Os déficits cognitivos, € em menor extensdo os sintomas negativos, sao responsaveis por grande parte
do prejuizo funcional relacionado a esquizofrenia (Mohamed et al., 2008). As dificuldades que os
pacientes apresentam em aprender novas informacdes, realizar tarefas de forma rapida e eficiente,
recordar informagdes relevantes e resolver problemas do dia-a-dia impactam fortemente sua
capacidade de ter um trabalho competitivo, tomar decisdes, viver de forma independente ou interagir
socialmente de forma adequada (Goldberg & Green, 2002). Ainda ¢ controverso se dominios
cognitivos especificos, tais como atencao/vigilancia, fun¢des executivas e memoria de trabalho,

contribuem mais ou menos para os desfechos funcionais negativos. Talvez o mais provavel seja que
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alguns construtos subjacentes a estes, tais como cognigdo social, que ¢ a capacidade de inferir os
estados mentais das outras pessoas, ou o potencial de aprendizagem dos individuos possam ser os
mediadores desta relacdo entre déficits cognitivos e a funcionalidade (Bowie & Harvey, 2005;
Goldberg & Green, 2002; M F Green, Kern, Braff, & Mintz, 2000; Leifker, Bowie, & Harvey, 2009;
Monteiro & Louza, 2007; Palmer et al., 2009). A pesquisa dos impactos econdmicos dos prejuizos
neurocognitivos ainda ¢ incipiente, mas evidéncias iniciais apontam para impactos negativos,
principalmente relacionados aos desfechos ocupacionais e aos custos do tratamento (Furiak et al.,

2014).

Em 2002, o Instituto Nacional de Saude Mental (NIMH, na sigla em inglés) langou a iniciativa
chamada “Pesquisa de Avaliagdo e Tratamento para Melhora da Cogni¢do na Esquizofrenia”
(Measurement and Treatment Research to Improve Cognition in Schizophrenia — MATRICS). Um de
seus principais objetivos foi formular critérios pelos quais farmacos destinados a melhora cognitiva na
esquizofrenia pudessem ser aprovados (Green & Nuechterlein, 2004; Marder & Fenton, 2004). Nao
havia, até entdo, consenso em relacdo aos dominios cognitivos mais atingidos na esquizofrenia e a
bateria neuropsicoldgica mais adequada para avalia-los. Este consenso foi uma das prioridades do
MATRICS. De acordo com os autores, os critérios para identificagdo dos dominios cognitivos exigiam
que apenas aqueles dominios independentes, ou fracamente relacionados aos demais, fossem incluidos.
A decisao sobre a independéncia de um dominio poderia vir de estudos sobre sua base neurobiolégica,
sua resposta & medicagdo ou sua presenca na analise fatorial de estudos neuropsicologicos com
pacientes. Para ser reconhecido, um dominio cognitivo também necessitava ser reproduzivel em varios
estudos com portadores de esquizofrenia e também ser passivel de intervengdo. O resultado deste
processo foi a identificacdo de sete dimensdes cognitivas distintas, que estdo acometidas na
esquizofrenia. Sao elas: atencdo sustentada e vigilancia, memoria operativa, aprendizagem e memoria
verbal, aprendizagem e memoria visual, velocidade de processamento, raciocinio e solucao de
problemas e compreensao de vocabulario. Este ultimo dominio, por ser muito resistente a intervengoes,
foi retirado do protocolo do MATRICS (Nuechterlein et al., 2004). A cognicao social, por outro lado,

foi posteriormente adicionada como o sétimo dominio cognitivo do MATRICS (Salgado, 2008).

Portanto, o grande volume de pesquisa dos aspectos neurocognitivos da esquizofrenia nos tltimos anos
trouxe avancos na caracterizacao dos déficits e no reconhecimento de sua repercussao funcional. Sabe-
se que déficits cognitivos estdo presentes na grande maioria dos pacientes (em graus variaveis), ja
podem ser detectados nas fases pré-morbidas, sdo persistentes, permanecendo relativamente estaveis
ao longo do curso da doenga, sdo poucos responsivos aos tratamentos farmacologicos disponiveis

atualmente e sdo fortes preditores de desfechos sociais e vocacionais desfavoraveis.
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Apesar disso, pouco se avancou na compreensao dos substratos e mecanismos neurobiologicos que
contribuem para sua ocorréncia e isso se expressa na escassez de opcoes terapéuticas para seu
tratamento. A falta de opgdes terapéuticas e o grande impacto dos prejuizos cognitivos no dia-a-dia
dos pacientes com esquizofrenia evidenciam a importancia de novas pesquisas que visem
principalmente a compreensao dos mecanismos neurobioldgicos responsaveis pela fisiopatologia desta
dimensao psicopatologica, o que podera contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas que tragam avangos reais no seu tratamento. Descreveremos com mais detalhes as

dimensdes cognitivas que serdo investigadas neste trabalho.

1.14.1. Dominios cognitivos afetados na esquizofrenia

Dentre os dominios cognitivos afetados na esquizofrenia, a atencdo aparece consistentemente como
um dos mais prejudicados. A atencdo pode ser definida como a habilidade mental de selecionar para
processamento ativo estimulos, memorias, pensamentos ou respostas que sejam comportamentalmente
relevantes dentre outras nao relevantes (Raz, 2004). Este conceito tem se expandido e hoje entende-se
a atencdo como importante para o controle voluntario dos pensamentos, afetos e agdes, o que estd
envolvido com mecanismos de controle emocional e auto regulacdo do comportamento. Nos Ultimos
anos, as técnicas de neuroimagem tém permitido avangos na caracterizagao dos processos neurais
envolvidos com os mecanismos atencionais (Raz, 2004). Sabe-se hoje que a atengdo nao € um processo
unico e que diferentes areas cerebrais mediam processos atencionais diferentes e, portanto, ¢ possivel
caracterizar a aten¢do como um sistema organico, com sua anatomia funcional, circuitos e estrutura

celular proprias (Posner & Fan, 2008).

Foram caracterizados trés tipos de sistemas atencionais: alerta, orientacdo e selecdo. O sistema de
alerta, ou vigilancia, ¢ responsavel por manter um estado de alta sensibilidade aos estimulos. As regides
cerebrais envolvidas sdo o locus coeruleus, cortex parietal e frontal direito e seu principal
neuromodulador ¢ a noradrenalina. O sistema de orientagdo permite a focalizagdo da atengdo e a
selecdo de informagdo do imput sensorial. Envolve areas parieto-temporais e ¢ modulada pela
acetilcolina. J4 o sistema de selecdo, ou atencdo executiva, ¢ o responsavel pelos processos de
monitoramento e resolu¢ao de conflitos entre pensamentos, sentimentos e respostas e ¢ acionado em
situagdes que exijam esforco mental persistente, planejamento, tomada de decisdo, deteccao de erros,
respostas novas ou nao completamente aprendidas ou situagdes dificeis ou perigosas. As areas
cerebrais envolvidas sdo o cortex cingulado anterior e o cortex pré-frontal lateral, e a neuromodulacao

¢ exercida pela dopamina (Posner & Fan, 2008; Raz, 2004). Além da atencdo, outras fungdes
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cognitivas estdo mais frequentemente afetadas nos pacientes com esquizofrenia e serao avaliadas neste
trabalho. Descreve-se com mais detalhes as seguintes dimensdes: memoria episddica verbal, memoria
de trabalho, fluéncia verbal, planejamento e resolugdo de problemas (as ultimas trés relacionadas as

funcdes executivas) e velocidade de processamento de informacao (Nuechterlein et al., 2004).

A memoria comporta processos complexos pelos quais o individuo codifica, armazena e resgata
informagdes. Assim como a aten¢do, a memoria ndo ¢ um processo unico, podendo ser dividida em
componentes distintos determinadas por substratos neurais diversos. Pode ser classificada em memoria
de longa duracdo e memoria operacional ou de trabalho. A memodria de longa duracao se divide em
explicita ou declarativa, que ¢ a capacidade de armazenamento e recordagdo consciente de experiéncias
prévias, e memoria implicita ou procedural, que ¢ a habilidade para realizar algum ato ou
comportamento que originalmente exigiu algum esforgo consciente, mas que, com a pratica, ja nao
mais requer. A memoria explicita € composta pelas memorias episddica (de eventos) e semantica (de
fatos). A memoria episddica refere-se ao sistema que permite o resgate de eventos pessoais com rotulo
temporal, tais como o nascimento de um filho, o dia da formatura ou uma viagem. A memoria episodica

pode ser avaliada em testes tais como o resgate livre de uma lista de palavras (Abreu & Mattos, 2010).

As fungdes executivas consistem em um conjunto de processos cognitivos que, de forma integrada,
permitem ao individuo direcionar comportamentos a metas, avaliar a eficiéncia e a adequagao desses
comportamentos, abandonar estratégias ineficazes em prol de outras mais eficientes e, desse modo,
resolver problemas imediatos, de médio e de longo prazo (Malloy-Diniz, Fuentes, Sed6, & Leite,
2008). Tais fungdes apresentam importante valor adaptativo, facilitando o gerenciamento e integragao
das outras habilidades cognitivas. Em situagcdes em que hé o comprometimento das fungdes executivas,
o desempenho dos individuos em atividades complexas, sejam elas relacionadas ao trabalho, a vida
familiar ou a outros dominios do cotidiano, ¢ altamente prejudicado (Malloy-Diniz, De Paula,

Loschiavo-Alvarez, Fuentes, & Leite, 2010).

Os déficits das fungdes executivas sao relacionados ao comprometimento dos circuitos neurais pré-
frontais e se manifestam clinicamente de formas distintas de acordo com os circuitos que apresentam
maior nivel de comprometimento. Os circuitos que envolvem conexdes entre o cingulo anterior e
estruturas subcorticais, quando comprometidos, geralmente acarretam em manifestagdes
comportamentais como apatia, desmotivacao, dificuldades no controle atencional, e desinibicdo de
respostas instintivas. J4 o acometimento no circuito envolvendo a regido pré-frontal dorsolateral
acarreta dificuldades cognitivas relacionadas ao estabelecimento de metas, planejamento e solucao de

problemas, memoria de trabalho, monitoragdo da aprendizagem e atengdo, flexibilidade cognitiva,
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abstracdo e julgamento. Por fim, os quadros que decorrem de lesdes envolvendo os circuitos pré-
frontais orbitofrontais sdo marcados por alteragdes abruptas da personalidade e do comportamento,
estando presentes dificuldades em inibir comportamentos improprios e tomar decisdes que impliquem
em postergar tendéncias imediatistas e considerar consequéncias de longo prazo (Malloy-Diniz et al.,

2010).

Diversos processos cognitivos tém sido apontados como integrantes das fungdes executivas, tais como
planejamento e resolugdo de problemas, controle inibitorio, tomada de decisdes, memoria de trabalho,

flexibilidade cognitiva, atengao, categorizagao, fluéncia e criatividade (Malloy-Diniz et al., 2010).

A memoria de trabalho ¢ o componente das fungdes executivas responsavel pelo arquivamento
temporario de informagdes, as quais serdo disponibilizadas para outros processos cognitivos. E
importante tanto para a realizagdo de tarefas simples do dia-a-dia, tal como guardar um niimero de
telefone, quanto para a aprendizagem na infincia (alfabetizagdo, leitura e matematica) (Abreu &
Mattos, 2010). A avaliagao da memoria de trabalho pode ser realizada através de testes relativamente

simples, tais como o teste de sequenciamento de digitos (Malloy-Diniz et al., 2010).

A fluéncia € um processo executivo caracterizado pela capacidade do individuo de emitir uma série de
comportamentos dentro de uma estrutura de regras especifica. A medida mais tradicional para a
avaliacao da fluéncia verbal ¢ a producao de palavras sob as categorias semanticas (ex., animais, partes
do corpo, alimentos) e fonoldgicas (producao de palavras com as letras F, A e S) (Malloy-Diniz et al.,

2010).

O planejamento consiste na capacidade de, a partir de um objetivo definido, estabelecer a melhor
maneira de alcanga-lo levando em consideracdo a hierarquizagdo de passos e a utilizacdo de
instrumentos necessarios para a solucdo dos problemas. Sdo habilidades complexas que estdo
diretamente relacionadas a outras fun¢des executivas e sua avaliagdo requer o uso de situagdes em que,
a partir de um problema pré-definido, o sujeito deva elaborar um plano de agdo para obter a sua solucao
da forma mais eficiente possivel. Um dos instrumentos mais utilizados para sua avaliagao em contextos

clinicos e de pesquisa ¢ o Teste da Torre de Londres (Malloy-Diniz et al., 2010).

A velocidade de processamento de informagao pode ser definida como a taxa na qual as operacdes
mentais elementares podem ser realizadas, ou a velocidade das fungdes mentais e motoras (Brébion,
Gorman, Malaspina, Sharif, & Amador, 2001). Apesar de a velocidade motora ser classificada como
fazendo parte da dimensdo de processamento de informacdo, alguns autores a consideram uma

dimensao separada (Morrens et al., 2007). A velocidade de processamento de informagdo pode ser
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medida pela tarefa de codificacdo de simbolos, por testes que medem a fluéncia verbal e pela tarefa

motora com fichas (Nuechterlein et al., 2004).

1.1.5. Tratamento e prognostico

Inicialmente baseado em internagdes prolongadas e tratamentos de suporte e contengdo, o tratamento
da esquizofrenia sofreu uma mudanga de paradigma no inicio da década de 1950 com a descoberta das
propriedades antipsicoéticas da clorpromazina (Delay, Deniker, & Harl, 1952; Laborit, Huguenard, &
Alluaume, 1952). Esta verdadeira revolugdo cientifica impulsionou o desenvolvimento da moderna
neuropsicofarmacologia e mudou radicalmente o manejo dos pacientes com esquizofrenia, permitindo
sua desinstitucionaliza¢do e o convivio social. Passados quase 70 anos, e apesar da extensa pesquisa
nesta area, os antipsicoticos continuam sendo a base do tratamento farmacoldgico da esquizofrenia.
Existem atualmente mais de 60 farmacos desta classe, mas todos t€m em comum o bloqueio do
receptor D2 de dopamina como o unico mecanismo de agdo efetivo (Tandon, Nasrallah, & Keshavan,

2010).

Todos os antipsicoticos apresentam eficacia significativa somente sobre as dimensdes positiva e de
desorganizagao da doenca e ndo ha diferenga consistente na eficacia entre agentes individuais, com
excecdo da clozapina (Tandon et al., 2010). Os antipsicoticos apresentam efeitos limitados na melhora
da atencdo (Harvey & Keefe, 2001), mas inconsistentes para os outros dominios cognitivos afetados
pela esquizofrenia (Mortimer, 1997) podendo até piora-los (Green & Braff, 2001). O efeito cognitivo
geral se relaciona com o beneficio marginal sobre a aten¢dao e a piora relacionada com os efeitos
colaterais extrapiramidais e atividade anticolinérgica destes farmacos (Davidson et al., 2009; R. S. E.

Keefe et al., 2007; Tandon et al., 2010).

O prognéstico e o desfecho da esquizofrenia ao longo do tempo sdo muito variaveis e heterogéneos,
mas tem se tornado menos maligno ao longo do ultimo século. O tratamento com antipsicoticos
combinado com terapias psicossociais contribuiu para a melhora do progndstico nas tltimas décadas
(Tandon et al., 2009, 2010). Apesar disso, a maior parte dos pacientes com a doenga mantém graus
variaveis de perdas funcionais e prejuizo social e vocacional, mantendo-se por muitos anos
dependentes de familiares ou instituicdes. Este prognostico limitado ¢ fortemente influenciado pela

persisténcia dos prejuizos cognitivos caracteristicos da sindrome.
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1.2. Genética da esquizofrenia

Segundo alguns autores, noés provavelmente aprendemos mais sobre a esquizofrenia nos tltimos 10
anos do que nos ultimos 100 (Green & Harvey, 2014) e este avango surpreendente, mas ainda
incipiente, se deu principalmente pelos avancos no entendimento da genética da esquizofrenia.
Existem evidéncias preliminares de que a esquizofrenia ndo ¢ uma entidade unica, mas uma colecao
de sindromes clinicas parcialmente sobrepostas, cada uma associada a um conjunto de variagdes

genéticas relativamente distintas (Arnedo et al., 2015).

A constatagao de que a esquizofrenia ¢ influenciada por fatores genéticos € ponto pacifico na literatura.
Os primeiros estudos familiares sdo do inicio do século XX (Riidin, 1916 in (Kendler & Zerbin-Riidin,
1996); Kahn, 1923; Schulz, 1932; Kallmann, 1938 in (Henriksen, Nordgaard, & Jansson, 2017)) e, a
partir da segunda metade deste século, os dados se acumulavam e convergiam para o fato de que fatores
genéticos contribuiam para entre 60 e 80% da variabilidade na populagdo associada a sindorme
(herdabilidade) (Sullivan et al., 2003). Apesar de terem sido criticados em suas bases metodoldgicas
(Charney, 2012; Henriksen et al., 2017), os estudos de genética epidemioldgica apontam com muita
consisténcia para a participacao de fatores genéticos, mas quais sao eles e como contribuem para a

etiologia da esquizofrenia ainda ndo ¢ completamente compreendido.

Somente nos ultimos 10 anos, a arquitetura genética da esquizofrenia comegou a ser desvendada.
Arquitetura genética refere-se ao numero de /oci génicos que contribuem com o risco, distribui¢do das
suas frequéncias alélicas e tamanhos de efeito, e a interacdo de alelos do mesmo gene e de genes
diferentes, elementos estes que contribuem para a relagdo entre gendtipo e fenotipo. Compreender a
arquitetura genética de um trago complexo ¢ a base na qual o progresso em dissecar sua etiologia ¢

construido (Gratten, Wray, Keller, & Visscher, 2014).

A primeira fase de estudos genéticos moleculares na esquizofrenia foi composta de estudos de analise
de ligacdo (/inkage) e de genes candidatos. Ao longo dos anos 1990 e 2000, diversos estudos de
associagao de casos e controles identificaram dezenas de possiveis associacdes entre variagdes
genéticas e o risco para a esquizofrenia (Owen, Craddock, & O’Donovan, 2005). Apesar de achados
promissores iniciais (Badner & Gershon, 2002; Ng et al., 2009), logo se percebeu que a dificuldade na
replicacdo de seus resultados apontava para suas limitagdes metodoldgicas (Gejman, Sanders, &
Kendler, 2011). O artigo de 2008 de Sanders e colaboradores foi um grande esfor¢o para identificar
genes associados a esquizofrenia utilizando o método de gene candidato, com a maior amostra ja

reunida até entdo (quase 1900 pacientes e 2000 controles). Seus resultados ndo confirmaram a hipdtese
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inicial (Sanders et al., 2008) e trouxeram grande pessimismo ao campo de estudo das bases genéticas

da esquizofrenia (Hamilton, 2008).

A grande revolucao neste campo se deu a partir de 2008, com a realizagdo dos primeiros estudos de
associacdo de genoma completo (genome wide association studies — GWAS). Além de analisar
milhares de variagdes a0 mesmo tempo, as enormes amostras aumentaram o poder destes estudos de
identificar variagdes com pequenos tamanhos de efeito e possibilitaram a identificacdo de centenas de
genes potencialmente associados a esquizofrenia e que tiveram seus resultados replicados. O primeiro
resultado positivo de GWAS na esquizofrenia apareceu em 2009. Os pesquisadores do International
Schizophrenia Consortium — ISC reuniram esfor¢os de diversos grupos de pesquisa e analisaram o
genoma de mais de 8.000 pacientes e 19.000 controles. Os resultados forneceram suporte robusto para
o modelo poligénico da sindrome, sugerindo que pelo menos 1/3 da sua variabilidade genética poderia
ser explicada por variantes comuns de efeito individual pequeno (Purcell et al., 2009). Um segundo
esfor¢o de colaboragdo internacional, o Psychiatric Genomics Consortium — PGC, identificou mais 13
loci associados a sindrome e estimou que 8.300 SNPs (single nucleotide polymorphisms) comuns
contribuiriam para o seu risco (Ripke et al., 2013). Em 2014, foi publicado o maior estudo GWAS na
esquizofrenia realizado at¢ o momento. Este grande empreendimento cientifico, que contou com a
colaboracao de diversos grupos de pesquisa do mundo todo, analisou o genoma de quase 37.000
pacientes e 11.3000 controles e identificou 128 SNPs em 108 /oci (83 dos quais identificados pela

primeira vez) que foram estatisticamente associados a esquizofrenia (Ripke et al., 2014).

Apesar dos avangos inegaveis, ficou claro que variagdes genéticas comuns s6 poderiam explicar entre
1/3 a 1/2 da variabilidade genética da esquizofrenia (Arnedo et al., 2015; Purcell et al., 2009). Em
outras palavras, uma propor¢ao significativa da varidncia na sua predisposicdo genética nao ¢
relacionada as variantes comuns (Henriksen et al., 2017). Evidéncias mais recentes sugerem que
variagOes genéticas raras (presentes em menos de 1% da populacdo), mas altamente penetrantes, que
incluem variagdes no nimero de copias (CNVs, na sigla em inglés), variagdes de nucleotideo unico
(SNVs, na sigla em inglés) e insercdes e delegdes menores (indels), contribuiriam significativamente
para o risco genético da esquizofrenia (Henriksen et al., 2017). Existem evidéncias so6lidas de que
CNVs herdados e nao-herdados (de novo) também contribuem para a arquitetura genética da doenca

(Bustamante et al., 2017; Kirov et al., 2012; Levinson et al., 2011; Xu et al., 2008).

Em suma, estudos genéticos pré-moleculares e moleculares demonstraram com um grande nivel de
certeza que as variagdes genéticas constituem um fator de risco importante para a esquizofrenia. As

evidéncias atuais apontam para uma arquitetura genética altamente complexa, heterogénea e
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poligenénica, sendo o risco para seu desenvolvimento relacionado com a combinagdo de inumeras
(talvez milhares) variagcdes comuns de efeitos individuais muito pequenos (SNPs) com variagdes
genéticas muito raras (CNVs), mas altamente penetrantes e de maior tamanho de efeito (Gratten et al.,

2014; Henriksen et al., 2017; Ripke et al., 2014).

Apesar destas nogdes gerais, ainda ndo compreendemos como estas variantes combinam-se entre si €
com fatores ambientais para influenciar a patogénese e heterogeneidade fenotipica da esquizofrenia
(Gratten et al., 2014). O fato de estarmos utilizando como referéncia uma entidade fenotipicamente
heterogénea, certamente dificulta a identificacdo de suas bases genéticas. As evidéncias apontam que
os “genes da esquizofrenia” ndo codificam a esquizofrenia per se, mas sim construtos clinicos mais
amplos, tais como sintomas positivos, negativos ou déficits neurocognitivos (Tandon et al., 2008b).
Como ja ressaltado, a esquizofrenia ¢ uma sindrome etiologicamente complexa, na qual uma vasta
gama de fatores predisponentes ambientais interagem com fatores genéticos de vulnerabilidade ao
longo do desenvolvimento, podendo afetar diversos mecanismos moleculares e
neurodesenvolvimentais-chave (Horvath & Mirnics, 2015). Esta heterogeneidade etioldgica € refletida
pela heterogeneidade clinica que caracteriza a sindrome. Para reduzir o “ruido” que a heterogeneidade
fenotipica traz para os estudos genéticos, a pesquisa redirecionou seu foco para a definicao de
endofenotipos (Gottesman & Gould, 2003), ou seja, tracos biologicos que sao relacionados com as
doengas, mas que sdo estado-independente e estariam mais proximos dos determinantes genéticos do
que o fendtipo comportamental completo (Bustamante et al., 2017; Toulopoulou et al., 2007). A busca
pelos determinantes genéticos dos endofendtipos da esquizofrenia tem tido resultados promissores.
Dois estudos caracterizaram a arquitetura genética de 25 endofendtipos da esquizofrenia, dentre os
quais diversos eram neurocognitivos, tais como memoria verbal, memoria de trabalho, atengdo e

vigilancia (Greenwood et al., 2011, 2016).

1.2.1. Genética da disfuncio cognitiva na esquizofrenia

Os prejuizos neurocognitivos sdo considerados endofendtipos da esquizofrenia (Gur et al., 2007). Sao
estaveis, estdo presentes em formas atenuadas em parentes de primeiro grau sem a doenca, sdo
presumivelmente geneticamente mais simples do que o fenotipo comportamental e podem ser aferidos
com alta confiabilidade (Braff, Freedman, Schork, & Gottesman, 2007). Além disso, estdo entre os
tracos com maior herdabilidade (Michael F. Green & Harvey, 2014). A arquitetura genética de alguns
dominios neurocognitivos avaliados por testes neuropsicoldgicos e medidas neurofisiologicas tem sido

caracterizada como endofenotipos. A iniciativa Consortium on the Genetics of Schizophrenia — COGS
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¢ uma colaboracao de diversos grupos de pesquisa que examina a arquitetura genética de endofenotipos
quantitativos em familias de pacientes com esquizofrenia, a partir do pressuposto de que estes tragos
estariam mais proximos de seus determinantes genéticos e, assim, seriam mais faceis de serem
identificados (Gur et al., 2007). Os achados indicam alta herdabilidade e sugerem associacdo de genes
candidatos com diversas alteragdes neurocognitivas, tais como memoria verbal, memoria de trabalho,
atencao/vigilancia e cognicao social (Greenwood et al., 2011). Por sua vez, a iniciativa CogGene, uma
base de dados colaborativa, visa determinar em que extensdo dados relativos a associagdes genéticas
com o fenotipo esquizofrenia poderiam ser enriquecidos examinando-se correlacdes dos mesmos alvos
genéticos com fendtipos cognitivos. Esta abordagem pode ser considerada uma triangulagdo na busca
por genes que estariam na intersec¢ao entre esquizofrenia e déficits cognitivos (Bilder, Howe, Novak,

Sabb, & Parker, 2011).

Ademais, o estudo das bases genéticas das fungdes cognitivas normais também tem contribuido para
comegarmos a decifrar os determinantes das disfungdes neurocognitivas da sindrome. Assim como a
esquizofrenia, as fungdes cognitivas sdo fendtipos complexos e poligénicos, determinados pela
interacdo complexa entre fatores ambientais e genéticos (Smeland & Andreassen, 2018). Na maior
metanalise de estudos GWAS que buscou identificar as bases genéticas dos dominios cognitivos em
uma amostra de mais de 300.000 pessoas, pesquisadores encontraram associacao entre 148 loci e 709
genes e a fungdo cognitiva global de voluntéarios saudaveis. Dentre os loci identificados, alguns deles

também ja foram associados a esquizofrenia (Davies et al., 2018).

Condizentes com estes achados, diversos estudos tém evidenciado sobreposicao genética entre fungdes
cognitivas normais e as doencas neurodesenvolvimentais, em especial a esquizofrenia. Estudos pré-
moleculares em gémeos identificaram herdabilidade compartilhada entre memoria episodica (Owens
et al., 2011), memoria de trabalho e funcdo cognitiva global (Toulopoulou et al., 2007, 2010) e
esquizofrenia. O primeiro estudo de genética molecular que demonstrou evidéncia de sobreposicao
genética entre habilidade cognitiva geral e esquizofrenia testou a hipotese classica do endofendtipo
cognitivo, que diz que alelos associados com habilidade cognitiva reduzida também estariam
associados com o risco para a sindrome. Os pesquisadores calcularam o escore cognitivo poligénico
de uma grande amostra de casos e controles e identificaram que os pacientes apresentavam em média
menos genes associados ao melhor desempenho cognitivo e mais genes associados ao pior desempenho
cognitivo. O uso do escore foi replicado em mais duas amostras de pacientes e foi capaz de predizer
os casos de esquizofrenia. O estudo foi complementado por uma analise de endofendtipo reverso, no
qual quatro polimorfismos que haviam sido associados com a esquizofrenia em GWAS de grande

escala foram associados significativamente com a habilidade cognitiva geral em voluntarios saudaveis.
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Além disso, houve associagdo entre o escore poligénico para esquizofrenia e habilidade cognitiva nos
pacientes (Lencz et al., 2014). Em outro estudo, pesquisadores encontraram associagao entre o escore
de risco genético derivado do PGC e o pior QI de execucao (inteligéncia fluida) aos 8 anos em uma
amostra de 5.000 criangas. O escore cognitivo poligénico também foi calculado e encontrou-se

associagao deste com risco para esquizofrenia em outra amostra de pacientes (Hubbard et al., 2016).

Variantes genéticas associadas ao desempenho académico, medida que se relaciona com o desempenho
cognitivo global, foram relacionadas a esquizofrenia, evidenciando sobreposicdo genética parcial de
29 loci (Hellard et al., 2016). Confirmando estes achados, pesquisadores identificaram 21 loci que
influenciam conjuntamente pacientes com a sindrome e tragos cognitivos, tais como raciocinio verbal-

numérico, tempo de reagdo e funcao cognitiva geral (Smeland et al., 2017).

Em um interessante estudo utilizando andlise de co-expressdo de redes génicas, pesquisadores
identificaram um modulo de 150 genes expressos no cérebro humano que foi associado ao desempenho
cognitivo em diversas tarefas e também com risco para doengas neurodesenvolvimentais, tais como a
esquizofrenia e a deficiéncia intelectual (Johnson et al., 2016). Além de SNPs, mutacdes de grande
efeito também foram implicadas na arquitetura genética comum das doengas neurodesenvolvimentais.
Pesquisadores identificaram diversas mutagcdes de movo que eram comuns a pacientes com
esquizofrenia, deficiéncia intelectual e autismo. Analise de redes de co-expressao génica sugerem que
estes genes participavam de mecanismos de desenvolvimento e sinalizagcdo neural, o que sugere vias

moleculares comuns a estas doengas (Li et al., 2016).

Em conjunto, estes achados sugerem fortemente que a esquizofrenia compartilha bases genéticas com
outras condigdes nas quais os prejuizos cognitivos sao um trago fenotipico central e apontam para a
existéncia de bases genéticas comuns para os prejuizos de habilidades cognitivas. Evidéncias sugerem
que estes genes fariam parte de redes complexas que influenciariam vias moleculares e mecanismos
fisiopatologicos comuns relacionados com o desenvolvimento, plasticidade e conectividade neural
(Horvath & Mirnics, 2015), processos que formariam as bases neurobiologicas das fungdes cognitivas

(Bustamante et al., 2017).

Apesar dos avancos das técnicas de genética molecular e dos resultados animadores dos estudos
citados, a pesquisa das bases genéticas das disfungdes neurocognitivas da esquizofrenia ainda nao
produziu resultados definitivos. Uma recente revisao dos estudos de genética molecular e cogni¢do na
esquizofrenia encontrou achados conflitantes. Os primeiros estudos de associagao de casos e controles

encontraram relacdo entre prejuizos neurocognitivos e variacdes de genes relacionados a
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neurotransmissao (dopaminérgicos, glutamatérgicos e serotoninérgica), neurodesenvolvimento e
neuroplasticidade, mas que sdo inconsistentes ¢ ndo foram confirmados pelos achados mais recentes
dos estudos GWAS (Zai, Robbins, Sahakian, & Kennedy, 2017). Estudos mais recentes de associacao
de genoma completo evidenciaram resultados interessantes. Pesquisadores calcularam o escore
poligénico de risco para um conjunto de genes da via da molécula de adesao celular (cell adhesion
molecule, CAM), que foi associada tanto a psicose, quanto a disfun¢ao neurocognitiva, e identificaram
associagdo entre a maior presenca de alelos de risco e pior performance em testes de memoria e atengao
em pacientes (Hargreaves et al., 2014). Em uma andlise de GWAS de habilidades cognitivas em
pacientes com esquizofrenia, duas variagdes do gene de canais de s6édio SCN2A foram associados
significativamente com a performance cognitiva global dos pacientes e de seus parentes de primeiro
grau ndo afetados, o que indica ser improvavel que a associagdo com a doenca seja devido a um
epifendmeno da condigdo, tal como o uso de medicagcdo (Dickinson et al., 2014). Ja Cosgrove e
colaboradores encontraram associagao entre alelos de risco do gene dos canais de calcio CACNAI1C e
pior desempenho em testes de memoria de trabalho no grupo de pacientes (Cosgrove et al., 2017).
Estes achados sugerem a participagao de diversas vias moleculares e conjuntos de genes na génese dos

déficits neurocognitivos da esquizofrenia.

1.3. Sistema Endocanabinoide

O sistema endocanabinéide (SEc) ¢ um sistema neuromodulador lipidico que exerce importante fungdo
fisiologicas sobre diversos sistemas organicos (Kano, Ohno-shosaku, Hashimotodani, & Uchigashima,
2009). No sistema nervoso central (SNC), atua em processos neurodesenvolvimentais precoces
(Basavarajappa, Nixon, & Arancio, 2009) e em processos fisioldogicos mais tardios, tais como
regulacdo da neurotransmissdo (Melis & Pistis, 2012) e plasticidade sinaptica (Castillo, Younts,
Chavez, & Hashimotodani, 2012; Lu & MacKie, 2016). Diversas alteragdes do SEc foram descritas
em pacientes com esquizofrenia (para uma revisao, ver (Ferretjans, Moreira, Teixeira, & Salgado,
2012)) e apontam para seu envolvimento na fisiopatologia da sindrome e, em particular, na dos déficits
das habilidades cognitivas. A seguir, descreveremos detalhes da fisiologia do sistema e das evidéncias

de sua associagdo com a esquizofrenia.
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1.3.1. Fisiologia do sistema endocanabindide

O SEc ¢ composto por ligantes endogenos (endocanabindides — ECbs), dois receptores principais e
enzimas envolvidas na sintese e degradacao de seus componentes. Os principais endocanabinoides sao
a anandamida (araquidonoil etanolamina, AEA) e o 2-araquidonoil glicerol (2-AG), que sao
neuromoduladores lipidicos, derivados do 4cido araquidénico da membrana celular, e produzidos sob
demanda (Lu & MacKie, 2016). A AEA ¢ formada pela clivagem de um precursor fosfolipidico, o N-
araquidonoil-fosfotidiletanolamina (NAPE), uma reacao catalisada pela fosfolipase D especifica
(NAPE-PLD). Além disso, a alfa/beta hidrolase 4 (alpha/beta domain-containing hydrolase 4,
ABHD#4) também pode participar da sintese da AEA (Lu & MacKie, 2016). A formagao do 2-AG, um
monoglicerideo, ¢ realizada em duas etapas, catalisadas pela fosfolipase C beta (PLCP) e diacilglicerol
lipase (DAGL), respectivamente. Uma vez formados, os endocanabinoides ligam-se aos receptores
endocanabinoides da mesma célula que os produziu ou podem ser liberados no espago extracelular
onde podem atingir os terminais pré-sinapticos (Fernando Rodriguez de Fonseca et al., 2005; Piomelli,
2003). A agdo dos endocanabindides ¢ limitada por dois mecanismos complementares. Primeiro,
parecem ser recaptados por uma combinagdo de mecanismos, tais como difusdo passiva através de
gradiente de concentragdo e transportadores de membranas ou proteinas intracelulares que fariam o
transporte dos endocanabindides até seus locais de degradagdo citoplasmatico, mas um verdadeiro
transportador ainda ndo foi identificado e a questdo da recaptacdo dos endocanabinodides ainda ¢
inconclusiva (Fowler, 2012, 2013). Logo em seguida sdo degradados por duas enzimas: hidrolase de
acidos graxos (fatty acid amide hydrolase, FAAH), que degrada a AEA, e a monoacilglicerol lipase
(monoacylglyceride lipase, MAGL), que degrada o 2-AG (Fernando Rodriguez de Fonseca et al.,
2005; Fernandez-Espejo, Viveros, Nufiez, Ellenbroek, & Rodriguez De Fonseca, 2009; Kano et al.,
2009). Além disso, outras vias de degradagdo foram propostas. A AEA também pode ser degradada
pelas enzimas NAAA (N-acylethanolamine-hydrolyzing acid amidase) e ciclooxigenase-2 (COX-2),
enquanto o 2-AG pode ser alternativamente degradado pela COX-2 e alfa/beta hidrolases 6 e 8
(ABHD6 e ABHDS) (De Petrocellis & Di Marzo, 2009; Lu & MacKie, 2016). Além da AEA e 2-AG,
a palmitoiletanolamida (PEA) e a oleoiletanolamida (OEA) também atuam na neuromodulacio
canabinérgica (Mackie & Stella, 2006) e pertencem a familia dos agonistas enddgenos dos receptores

PPAR (peroxisome proliferator activated receptor) (Pistis & Melis, 2010)

Os endocanabindides exercem suas funcdes quando interagem com receptores especificos. Os
receptores endocanabinodides pertencem a familia dos receptores acoplados a proteina G (Howlett,
2002). A maior parte da expressao do receptor endocanabindide tipo 1 (CB1R) ocorre no SNC, em

neurdnios e células da glia, mas também foi localizado em tecidos periféricos, tais como testiculos,

33



microcirculagdo e sistema enddcrino (Fernando Rodriguez de Fonseca et al., 2005; Lu & MacKie,
2016). As areas cerebrais que mais expressao CB1R sdao o hipocampo, cortex cingulado e entorrinal,
giro frontal, complexo amigdaloide, substancia negra e regides do cerebelo. Em nivel celular, os CBIR
estdo presentes em neurdnios gabaérgicos e glutamatérgicos (Breivogel & Sim-Selley, 2009; Fride,
2005). Por outro lado, o receptor endocanabinoide tipo 2 (CB2R) apresenta maior expressao em tecidos
e células imunes periféricas, mas estudos em modelos animais também o identificaram, embora em
menor quantidade que o CB1R, em areas do SNC, tais como areas corticais, estriado, hipocampo,
amigdala, cerebelo e tronco encefalico (Onaivi et al., 2008). O gene que codifica o CB1R (CNRI)
localiza-se no cromossomo 6 (6q14-q15), enquanto que o gene que codifica o CB2R (CNR2) localiza-
se no cromossomo 1 (1p35-p36.1) (Lutz, 2002; Miller & Devi, 2011). Receptores nao-ECbs também
foram identificados. O receptor vaniléide TRPV1 (transient receptor potential channel) ¢ ativado pela
AEA em algumas situagdes (Zygmunt et al., 1999). A AEA também interage com os receptores PPAR
(peroxisome proliferator activated receptor) (Bouaboula et al., 2005), com efeitos significativos sobre

a transcricao génica (O’Sullivan, 2007). A tabela 1 descreve os principais componentes do SEc.

TABELA 1. Principais componentes do sistema endocanabinoéide:

Endocanabinoides Anandamida (AEA) 2- araquidonoil glicerol (2-AG)
NAPE-PLD DAGL
Enzimas de sintese
ABHD4 PLCB
FAAH MAGL
Enzimas de degradacao NAAA COX-2
COX-2 ABHD6 e 12
CBIR CBIR
Receptores ECbs
CB2R CB2R
TRPV1
Receptores ndo-ECbs -
PPAR

1.3.2. Funcoes do sistema endocanabindide no sistema nervoso central

No sistema nervoso central, o SEc exerce funcdo inibitoria sobre as sinapses gabaérgicas e
glutamatérgicas, atuando como mensageiros retrogrados produzidos sob demanda. Foram descritos
trés formas de plasticidade sinaptica mediada pelo SEc: (1) supressao da inibicdo induzida por

despolarizagdao (depolarization-induced supression of inibition, DSI) e supressdo da excitacdo
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induzida por despolarizagao (depolarization-induced supression of excitation, DSE); (2) supressao da
inibicao induzido por receptor metabotropico (metabotropic-induced suppression of inhibition, MSI)
e supressdo da excitacdo induzido por receptor metabotropico (metabotropic-induced suppression of
excitation, MSE); e (3) depressdo de longo prazo mediada por endocanabindides (long-term
depression, LTD) (Lu & MacKie, 2016). Os processos de plasticidade sinaptica de curto prazo sao
importantes para a coordenagao do fluxo de informacgdes em redes neurais, enquanto os de longo prazo
tem papel importante na consolida¢do e remodelamento das sinapses. De forma geral, o SEc otimiza a
comunicagdo sinaptica através da eliminacdo do fluxo de informagdo em sinapses especificas,
garantindo assim um ajuste fino do processamento de informagdo em circuitos neurais (Fernando
Rodriguez de Fonseca et al., 2005). No hipocampo, os processos de plasticidade sinaptica modulados
pelo SEc tém importante participacdo nos mecanismos de aprendizagem, consolidacdo e extingdo de
memorias (Davies, Pertwee, & Riedel, 2002), enquanto que no cerebelo e nucleos da base regulam
circuitos envolvidos com a aprendizagem implicita e rotinas motoras (de Fonseca, Del Arco, Martin-
Calderon, Gorriti, & Navarro, 1998). No nucleus accumbens, participa da regulacdo do sistema de
recompensa e comportamentos motivados através da modulagdo da neurotransmissao dopaminérgica
(Fernando Rodriguez de Fonseca et al., 2005). Na amigdala, ¢ importante no processo de extingdo de
memorias aversivas € do medo condicionado (Gaetani, Cuomo, & Piomelli, 2003; Marsicano, Wotjak,

& Azad, 2002).

Além das importantes fungdes fisiologicas que exerce no cérebro adulto, o SEc parece ter papel central
nos processos de neurodesenvolvimento, tanto no periodo pré-natal, como durante a infancia e
adolescéncia  (Basavarajappa et al, 2009). O SEc influencia diversos processos
neurodesenvolvimentais embrionarios, tais como a designagdo, sobrevivéncia (Guzman, Sanchez, &
Galve-Roperh, 2002) e conectividade sindptica (Mulder et al., 2008) das células neurais progenitoras.
O sistema nervoso em desenvolvimento contém niveis elevados de expressao do CB1R (Glass, Faull,
& Dragunow, 1997) e sua localizacdo vai mudando ao longo do tempo (Berrendero et al., 1998;
Romero et al., 1997). O SEc também estd envolvido nos processos de alongamento axonal (Bisogno
et al., 2003; Williams, Walsh, & Doherty, 2003) e astrogliogénese (Aguado et al., 2006). Além disso,
a participagdao do SEc em processos neurodesenvolvimentais contribui para o balango adequado entre
a proliferacao de células progenitoras e a morte celular programada, o que garante a geracdo da

quantidade certa de células durante o desenvolvimento cerebral (Basavarajappa et al., 2009).

Consistente com sua participagdo em processos neurodesenvolvimentais, ha evidéncias de que a
exposicao perinatal a canabindides exdgenos modifica a maturacdo de outros sistemas de

neurotransmissdo e estd relacionado a alteragdes comportamentais durante a vida adulta
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(Basavarajappa et al., 2009; Fernandez-Ruiz, Berrendero, Hernandez, & Ramos, 2000). Existem
evidéncias em humanos e modelos animais de que a exposigdo intrauterina a agonistas canabindides
altera o desenvolvimento do sistema dopaminérgico (Dinieri et al., 2011; Moreno, Manuel, Escuredo,
& Rodri, 2003), a diferenciagdo de interneurdnios gabaérgicos (Saez, Aronne, Caltana, & Brusco,
2014; David W. Volk & Lewis, 2016) e glutamatérgicos (Bossong & Niesink, 2010; Saez et al., 2014;
Suarez et al., 2004), além de interferir em processos que regulam a sinaptogénese (Berghuis et al.,
2007) e plasticidade sinédptica de curto e longo prazo (Lu & MacKie, 2016; Mereu et al., 2003), todos
processos relevantes na fisiopatologia da esquizofrenia. Insultos precoces ou mais tardios ao SEc, tais
como exposi¢ao perinatal ou uso de cannabis durante a adolescéncia, podem alterar seu papel
fisiologico sobre o desenvolvimento do SNC e explicar a associagao entre uso precoce de maconha e
risco para o desenvolvimento de esquizofrenia ao longo da vida (Basavarajappa et al., 2009; Bossong
& Niesink, 2010). Outro conjunto de evidéncias aponta para uma associag¢ao entre exposi¢ao perinatal
a cannabis e maturacao anormal do SNC, como também déficits cognitivos e atencionais em criangas

(Gruber & Pope, 2002; Jacobus, Bava, Cohen-Zion, Mahmood, & Tapert, 2009).

Assim, a atividade de sistemas neurotransmissores especificos no cérebro adulto € o resultado de uma
sequéncia temporalmente ordenada que ocorre durante o desenvolvimento precoce do SNC.
Perturbagdes neste padrao podem levar a alteragcdes nas fungdes fisiologicas relacionadas a estes
sistemas. Por exemplo, um atraso na expressdo de genes implicados na sintese de receptores em um
momento desenvolvimental especifico podem resultar em alteragdes em algumas atividades
relacionadas as fungdes fisiologicas destes receptores (Basavarajappa et al., 2009) e contribuir para

alteracdes comportamentais em um momento posterior da vida do individuo.

1.3.3. Evidéncias de envolvimento do sistema endocanabinoide na etiologia da esquizofrenia

Quatro linhas de evidéncia apontam para o envolvimento do SEc na fisiopatologia da esquizofrenia
(Cohen, Solowij, & Carr, 2008; Fernandez-Espejo et al., 2009; Miiller-Vahl & Emrich, 2008; Parolaro,
Realini, Vigano, Guidali, & Rubino, 2010; Sewell, Ranganathan, & D’Souza, 2009; Hiroshi Ujike &
Morita, 2004): (1) estudos epidemiologicos e de intervencdo que avaliaram a relacdo entre consumo
de cannabis e esquizofrenia; (2) estudos que identificaram alteracdes centrais e periféricas nos niveis
de endocanabinoides; (3) estudos que identificaram alteracdes de expressdo de receptores
endocanabinoides no SNC e na periferia; e (4) estudos que avaliaram polimorfismos genéticos de

elementos do SEc ¢ sua associagdo com a doenga.
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A relagdo entre o uso de cannabis e esquizofrenia ¢ conhecida ha décadas. Ha evidéncias substanciais
de que o consumo de maconha ¢ um fator de risco para o desenvolvimento de psicose em sujeitos
geneticamente predispostos, pode levar a evolu¢do desfavordvel de pacientes portadores de
esquizofrenia e pode afetar o desenvolvimento cerebral durante a adolescéncia, aumentando o risco de
esquizofrenia na idade adulta (Moore et al., 2007; Stefanis et al., 2004; J van Os et al., 2002; Verdoux
& Tournier, 2004). Além disso, a intoxicagdo aguda pela cannabis pode levar a sintomas semelhantes
a estados psicoticos: confusdo, delirios paranoides, alucinagdes, embotamento afetivo, ansiedade e
agitagdo (D’Souza et al., 2004). O consumo cronico pode se associar a efeitos similares aos sintomas
negativos da esquizofrenia, tais como embotamento afetivo, falta de espontaneidade, retardo
psicomotor e retraimento emocional (Sewell et al., 2009). Um aspecto importante da relacao entre
canabinoides e esquizofrenia, e que ¢ central para a realizagcdo do presente trabalho, ¢ a semelhanga
entre os prejuizos cognitivos encontrados em usudrios de cannabis e os déficits cognitivos dos
pacientes com esquizofrenia, o que aponta na dire¢do de um possivel substrato fisiopatoldégico comum
entre os dois fendmenos. O uso agudo de cannabis estd associado a prejuizos cognitivos transitorios.
O consumo crénico e pesado, especialmente quando iniciado antes dos 15 anos, pode estar associado
com déficits de memoria, aten¢do sustentada e fungdes executivas, os quais sdo muito similares aos
encontrados nos pacientes com esquizofrenia. A exposi¢ao pré-natal ou na adolescéncia tem mais
chance de ocasionar as alteracdes cognitivas (Sewell et al., 2009; Solowij et al., 2002; Solowij &
Michie, 2007). Além disso, estudos em modelos animais demonstraram que a administragdo de
canabindides exdgenos altera medidas neurofisiologicas de filtragem sensorial (Dissanayake,

Zachariou, Marsden, & Mason, 2008; Fernandez-Espejo et al., 2009).

Niveis aumentados de anandamida foram identificados no liquor dos pacientes durante o periodo pré-
moérbido (Dagmar Koethe et al., 2009) e também na fase sintomética da esquizofrenia e foi sugerido
que o aumento do endocanabindide seria um mecanismo compensatorio € protetor contra o estado

hiperdopaminérgico caracteristico da psicose (Giuffrida et al., 2004).

Estudos que avaliaram a expressao de CB1R em regides cortico-limbicas de pacientes em relacdo aos
controles mostraram resultados contraditorios, mas sustentam a hipotese de que existe uma alteragdo
da regulacao da expressao de CBIR em areas cerebrais envolvidas com a esquizofrenia (Ceccarini et
al., 2010; Dalton, Long, Weickert, & Zavitsanou, 2011; Dean, Sundram, Bradbury, Scarr, & Copolov,
2001; Eggan, Hashimoto, & Lewis, 2008; Eggan, Stoyak, Verrico, & Lewis, 2010; Jenko et al., 2012;
D. Koethe et al., 2007; Newell, Deng, & Huang, 2006; Urigiien et al., 2009; Wong et al., 2010;
Zavitsanou, Garrick, & Huang, 2004). Pacientes com esquizofrenia apresentaram maior expressao de

CBIR no cortex pré-frontal (CPF) (Dean et al., 2001) e cortex cingulado (Newell et al., 2006;
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Zavitsanou et al., 2004). Além de alteracdo da expressao de receptores centrais, alteragdes periféricas
foram descritas. Nosso grupo encontrou associagdo entre a expressao periférica de receptores
endocanabinoéides e desempenho cognitivo na esquizofrenia, evidenciando que os pacientes com o pior
desempenho cognitivo apresentavam maior expressdo de CB1R e CB2R em linfécitos periféricos
(Ferretjans et al., 2014). Corroborando estes achados, pesquisadores encontraram associacdo entre
expressao proteica de componentes do SEc e memoria de trabalho em pacientes com esquizofrenia em

primeiro episodio psicético (Bioque et al., 2016).

Os estudos de gene candidato que avaliaram a associagdo entre variagdes dos genes dos receptores
endocanabinoides e o risco para esquizofrenia encontraram resultados contraditorios. O gene mais
estudado foi o CNR1, com 15 estudos. Ao todo, 15 variagdes diferentes foram testadas. Cinco estudos
encontraram associagao positiva (Ballon et al., 2006; Chavarria-Siles et al., 2008a; Martinez-Gras et
al., 2006; H Ujike et al., 2002) e 12 estudos ndo encontraram associagdo dos polimorfismos com o
risco para a esquizofrenia (Bae et al., 2014; Copoglu et al., 2015; Costa et al., 2013; Hamdani et al.,
2008; Krebs, M.O., Leroy, S., Duaux, E., Bourdel, M.C., Griffon, N., Laqueille, X., Dervaux, A.,
Gorwood, P., Olie, J.P., Loo, H., Poirier, 2002; Leroy et al., 2001; Monteleone, Milano, Petrella,
Canestrelli, & Maj, 2010; Tsai, Wang, & Hong, 2000; H Ujike et al., 2002; Zammit et al., 2007). Além
disso, polimorfismos do gene CNR1 foram associados a predisposi¢ao a esquizofrenia hebefrénica, o

subtipo com maior prevaléncia de déficits cognitivos (Chavarria-Siles et al., 2008b; Ujike et al., 2002).

Ao todo, 8 estudos avaliaram o polimorfismo rs1049353 do CNR1, com uma associagcdo positiva
(Costa et al., 2013) e 7 negativas (Copoglu et al., 2015; Hamdani et al., 2008; Leroy et al., 2001;
Monteleone et al., 2010; Seifert, Ossege, Emrich, Schneider, & Stuhrmann, 2007; H Ujike et al., 2002;
Zammit et al., 2007). A associagdo do polimorfismo rs12720071 do CNR1 com a esquizofrenia foi

testada por somente 1 estudo (Costa et al., 2013), que nao encontrou relagdo significativa.

Trés estudos avaliaram a associagdo do CNR2 com o transtorno, testando um total de 8 SNPs. Dois
estudos encontraram associagao positiva (Ishiguro et al., 2010; Tong et al., 2013) e 2 estudos nao
encontraram associacdo (Bae et al., 2014; Ishiguro et al., 2010). Dois estudos avaliaram o
polimorfismo 1s2229579 do CNR2, com uma associagdo positiva (Tong et al., 2013) e uma negativa

(Ishiguro et al., 2010).
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1.3.4. Variacoes genéticas do sistema endocanabindide e alteracoes cognitivas na esquizofrenia

As habilidades cognitivas sdo consideradas tracos complexos, ou seja, multifatoriais, com a
participacdo de fatores ambientais e genéticos, sendo estes ultimos provavelmente relacionados a
variacoes em diversos genes cada um contribuindo com pequenos tamanhos de efeito (Plomin,
Haworth, & Davis, 2009). Uma das estratégias para compreendermos os contribuintes etiologicos dos
déficits cognitivos da esquizofrenia ¢ o estudo dos genes envolvidos com estes prejuizos (Gur et al.,
2007), ou seja, encontrar a ligacao entre o gendtipo e fendtipo intermedidrios, teoricamente menos

complexos geneticamente do que a sindrome completa.

Virias linhas de evidéncia apontam para o possivel envolvimento de variagdes de elementos do SEc
com o desempenho cognitivo no geral e os prejuizos da esquizofrenia em particular. Em modelos
animais, a delegao do gene CNR2 associou-se a alteragdes cognitivas semelhantes as encontradas na
esquizofrenia, tais como disfungdo de memoria de curto e longo prazo (Ortega-Alvaro, Aracil-
Fernandez, Garcia-Gutiérrez, Navarrete, & Manzanares, 2011). Além disso, alguns trabalhos sugerem
a associagdo de polimorfismos do SEc com alteragdes de processamento cognitivo em sujeitos
normais, etilistas e pacientes com esquizofrenia. Johnson e colaboradores encontraram redugdo da
amplitude da onda P300 (potencial evocado relacionado com mecanismos atencionais € memoria de
trabalho) em usuarios de alcool homozigotos para o polimorfismo de repeticao (AAT)n do gene CNR1
(Johnson et al., 1997). Stadelmann e colaboradores encontraram redu¢do de amplitude e aumento de
laténcia da onda P300 em individuos saudéveis portadores da mesma variagdo do gene CNR1 e que
foram expostos ao tetra-hidrocanabinol (THC), o principal componente psicoativo da cannabis, o que
sugere a participagdo do CB1R nos mecanismos neurais dos sistemas envolvidos com a atencao e
memoria de trabalho (Stadelmann et al., 2011). Ruiz-Contreras e colaboradores encontraram
resultados semelhantes, demonstrando que polimorfismos do gene CNRI1 (variagdes (AAT)n e
polimorfismo rs2180619) associaram-se a menor eficiéncia da memoria de trabalho, processamento
atencional e aprendizado procedural em sujeitos saudaveis (Ruiz-Contreras et al., 2014; Alejandra E.

Ruiz-Contreras et al., 2011, 2013, 2017).

Outros estudos avaliaram a interacdo entre variagdes do CNR1 e uso de cannabis. Krebs e colegas
encontraram associa¢ao de variacdes do CNR1 com risco de jovens saudaveis apresentarem sintomas
psicoticos apds o consumo de maconha (Krebs, Morvan, Jay, Gaillard, & Kebir, 2014). Colizzi e
colaboradores identificaram que os portadores do alelo G do polimorfismo rs1406977 que também
fumavam cannabis apresentavam alteragdes de conectividade no cortex pré-frontal e pior desempenho

em teste que avaliava a memoria de trabalho (Colizzi et al., 2015). Por fim, Taurisano e pesquisadores
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encontraram associacao entre genotipos do CNR1 (rs1406977) e PTGS2 (rs20417), uso de maconha e

alteracoes da atividade pré-frontal durante um teste de memoria de trabalho (Taurisano et al., 2016).

Somente um estudo até o momento avaliou a possivel influéncia de polimorfismos CNRI1 sobre o
desempenho cognitivo de pacientes com esquizofrenia. Ho e colaboradores avaliaram a associagdo de
12 tag SNPs com o volume cerebral e o desempenho cognitivo em uma amostra de 235 pacientes, com
e sem uso de cannabis, e identificaram evidéncias de associagdao de 3 SNPs (incluindo o rs12720071)
com menor volume de substancia branca e pior desempenho cognitivo. Além disso, pacientes que
faziam uso pesado de cannabis apresentaram alteragdes cerebrais e prejuizos cognitivos ainda piores,
o que indica uma possivel relacdo gene x ambiente (Ho, Wassink, Ziebell, & Andreasen, 2011).
Corroborando estes achados, Suarez-Pinilla e colaboradores acompanharam pacientes em primeiro
episodio psicotico por 3 anos e evidenciaram maiores alteragdes estruturais do SNC em portadores do
alelo de risco do polimorfismo rs1049353 e do gendtipo T/C para o polimorfismo rs2023239 (Suarez-
Pinilla et al., 2015).

Portanto, as evidéncias apresentadas sugerem que variacdes dos genes que codificam os receptores
endocanabindides CB1 e CB2 poderiam contribuir para a predisposi¢do a esquizofrenia e para a

fisiopatologia de seus déficits cognitivos.
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2. HIPOTESE E OBJETIVOS
2.1. Hipotese

Alelos e/ou gendtipos de polimorfismos dos genes de receptores endocanabinoides estardo associados
com o desempenho cognitivo nos pacientes, mas nao nos controles, € também estardo associados ao

risco para a esquizofrenia.

2.2. Objetivos gerais

Testar se alelos e gendtipos de polimorfismos dos genes CNR1 e CNR2 estdo associados com as

habilidades cognitivas em pacientes com esquizofrenia e controles saudaveis.

Testar se alelos e genotipos de polimorfismos dos genes CNR1 e CNR2 estdo associados com o risco

para a esquizofrenia.

2.3. Objetivos especificos

1) Comparar as frequéncias alélicas e genotipicas de dois polimorfismos do gene CNRI
(rs1049353 e rs12720071) e um polimorfismo do gene CNR2 (rs2229579) entre pacientes com
esquizofrenia e controles.

2) Avaliar o desempenho cognitivo dos pacientes e controles através de uma bateria
neuropsicologica (BACS).

3) Comparar o desempenho cognitivo global e em dominios especificos dos pacientes com
esquizofrenia em funcdo de genotipos especificos para cada um dos polimorfismos.

4) Comparar o desempenho cognitivo global e em dominios especificos dos controles em fun¢ao

de gendtipos especificos para cada um dos polimorfismos.
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3. METODOLOGIA
3.1. Sujeitos

Uma amostra de 69 pacientes com esquizofrenia provenientes do Ambulatorio de Esquizofrenia do
Hospital de Ensino Instituto Raul Soares/FHEMIG e do Ambulatério de Saide Mental de Nova
Lima/MG foram selecionadas para participar dos testes. Para comparacdo com os pacientes, uma

amostra de 45 controles da comunidade foi recrutada.

3.2. Critérios de selecao

Os critérios de inclusdo dos pacientes foram: (1) diagndstico de esquizofrenia, confirmado pelos
critérios do DSM-IV (APA, 2000) e aplicagdo do Mini International Neuropsychiatric Interview —
MINI-plus (Sheehan et al., 1998), versdao validada no Brasil (Amorim, 2000); (2) idade entre 18-60
anos; (3) estabilidade clinica, definida como escore menor que 19 na escala positiva da Escala de
Sintomas Positivos e Negativos — PANSS (Kay, Fiszbein, & Opler, 1987) e menor que 4 em cada
subitem desta escala. Os critérios de exclusdao foram: (1) historia de epilepsia, deméncia, trauma ou
tumor encefalico ou outras doengas neuroldgicas primarias; (2) preencher critérios para uso nocivo ou

diagnostico atual de transtorno por uso de substancias, exceto cannabis.

Os critérios de inclusdo dos controles foram: (1) auséncia de transtorno psiquiatrico atual, confirmado
pelo Mini International Neuropsychiatric Interview — MINI; (2) idade entre 18-60 anos. Os critérios
de exclusdo foram: (1) ter parente de primeiro grau com diagndstico de esquizofrenia ou transtorno
esquizoafetivo; (2) historia de epilepsia, deméncia, trauma ou tumor encefalico ou outras doencgas

neurologicas primarias.

3.3. Delineamento
3.3.1. Variaveis e definicoes operacionais:
1) Variavel independente: alelos e gendtipos de cada um dos trés polimorfismos:
a. 151049353 (C>T) do CNRI: alelos C e T; genotipos C/C, C/T e T/T.
b. 1512720071 (T > C) do CNRI1: alelos T e C; geno6tipos T/T, T/C e C/C.
c. 152229579 (G > A) do CNR2: alelo G e A; genotipos G/G, G/A e A/A.
2) Varidveis dependentes: habilidades cognitivas medidas pela BACS — dominios individuais
(atengao, velocidade do processamento da informagdo, memoria de trabalho, memoria verbal,

fluéncia verbal, destreza motora e fungdes executivas) e escore composto.
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3) Variaveis Secundarias: escolaridade; sintomas positivos € negativos; uso de medicamentos;

tempo de doenga; e uso de maconha.

3.3.2. Desenho do estudo:

Trata-se de um estudo genético de associagdo do tipo casos e controles.

3.4. Instrumentos de avaliacido

Os instrumentos utilizados para avaliagdo dos sujeitos foram: (1) questiondrio sociodemografico e
clinico; (2) entrevista diagndstica e escalas clinicas; (3) instrumento de avaliagdo cognitiva; e (4)

procedimentos para analise genética.

3.4.1. Questionario sdcio demografico e clinico

O questionario foi desenvolvido pelos pesquisadores para a coleta de forma estruturada dos seguintes
dados sociodemograficos: nome; endereco; data da entrevista; data de nascimento; idade; naturalidade;
procedéncia; género; filhos; situacdo conjugal; cor da pele; alfabetizagdo; nivel de escolaridade; anos
de estudo; repeténcia escolar; com quem reside; renda familiar; nimero de dependentes desta renda;

ocupacao atual; situacdo previdencidria; e religido.

Além disso, coletamos os seguintes dados clinicos: diagndstico psiquiatrico; idade de inicio da doenga;
idade de inicio do tratamento; nimero de internagdes; historia de uso de substancias psicoativas
(tabaco, alcool, maconha, cocaina/crack e outras); medicamentos em uso; historia de realizagdo de

eletroconvulsoterapia; comorbidades clinicas e neuroldgicas; e historia psiquiatrica familiar.

Os pacientes foram avaliados em entrevista clinica semiestruturada com questdes referentes as suas
caracteristicas sociodemograficas e historia clinica psiquidtrica pregressa e atual (ANEXOS, item 8.2).
Os controles foram avaliados em entrevista clinica semiestruturada com questdes referentes as suas
caracteristicas sociodemograficas (ANEXOS, item 8.3). O equivalente de clorpromazina foi calculado

segundo consenso internacional (Gardner, Murphy, O’Donnell, Centorrino, & Baldessarini, 2010).
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3.4.2. Entrevista diagnéstica e escalas clinicas

3.4.2.1. Mini-International Neuropsychiatry Interview (MINI-Plus)

O MINI ¢ uma entrevista diagnostica padronizada breve (15-30 minutos), compativel com os critérios
do DSM-III-R/IV e da CID-10, que ¢ destinada a utilizacdo na pratica clinica e na pesquisa em
psiquiatria, e pode ser utilizada por clinicos apds um treinamento rapido (de 1 a 3 horas). A versdo
Plus do MINI, mais detalhada, gera diagnosticos positivos dos principais transtornos psicoticos e do

humor do DSM-IV (Sheehan et al., 1998).

3.4.2.2. Escala da Sindrome Positiva e Negativa (PANSS)

A PANSS ¢ um instrumento padronizado para avaliagdo dos sintomas positivos e negativos, além de
aspectos psicopatologicos gerais de pacientes com esquizofrenia. Pode ser aplicada de forma
relativamente breve em contextos clinicos e de pesquisa, tanto para acompanhamento longitudinal,
como para avaliagdes pontuais (Kay et al., 1987). E constituida por 30 itens e é dividida em escala
positiva, negativa e geral, que avaliam, respectivamente, sintomas positivos (7 itens), negativos (7
itens) e psicopatologia geral (16 itens), com pontuagdes que variam de 1 a 7. A gravidade do sintoma
¢ avaliada de acordo com sua proeminéncia, sua extensao e, acima de tudo, com seu impacto no
cotidiano e no funcionamento do paciente. A avaliagdo ¢ feita através das informacgdes do corpo clinico
e da familia e de uma entrevista clinica que dura entre 30 e 40 minutos (Chaves & Shirakava, 1998).
Neste trabalho, definiu-se estabilidade clinica como uma pontuagdo menor que 19 na escala de

sintomas positivos da PANSS (e menor que 4 em qualquer item dessa escala).

3.4.3. Instrumento de avaliacdo cognitiva

3.4.3.1. Escala Breve de Avaliacao da Cognicao na Esquizofrenia (BACS)

A avaliagdo cognitiva foi realizada pela Escala Breve de Avaliagdo da Cogni¢do na Esquizofrenia
(Brief Assessment of Cognition in Schizophrenia — BACS). Esta escala foi proposta por Keefe et al.
(2004) como uma bateria que cobre os principais dominios cognitivos afetados na esquizofrenia:
memoria verbal (teste de lista de palavras); memoria operativa (teste de sequenciamento de digitos);
velocidade motora (tarefa motora com fichas (foken)); fluéncia verbal (fluéncia semantica ou
categorial e fluéncia fonética ou por letra); atengdo e velocidade de processamento da informacao
(tarefa de codificacao de simbolos); e raciocinio e resolugdo de problemas (tarefa da Torre de Londres).

Escores mais elevados indicam melhor desempenho nas habilidades especificas. As medidas primarias
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de cada um dos testes da BACS foram padronizadas pela criagdo de um escores z. O escore composto
(BACS composite) foi calculado a partir da média dos escores normatizados (escore z, com média=0
e DP=1) dos seis testes individuais da BACS (conforme (Keefe et al., 2004), p. 287). Utilizamos a

versao brasileira da BACS, validada recentemente em nosso meio (Aratijo et al., 2015).

Para classificar os sujeitos quanto ao nivel de desempenho cognitivo, utilizamos as categorias da escala
“Gravidade das Dimensdes de Sintomas de Psicose Avaliada pelo Clinico” (Clinitian-rated
Dimensions of Psychosis Symptom Severity) apresentada nos anexos do DSM-5 ((American
Psychiatric Association, 2014), p. 742). Este instrumento (ANEXOS, item, 8.4) ¢ constituido por
escalas para a avaliacdo dimensional dos sintomas psicdticos, incluindo sintomas positivos, negativos,
psicomotores, afetivos, além dos cognitivos (dominio VI). Quanto a gradagdo dos sintomas cognitivos,
a escala quantifica o prejuizo cognitivo utilizando o nimero de desvios-padrao abaixo da amostra
normativa que o paciente obtém em testes cognitivos padronizados. Sdo 5 niveis e gravidade dos
prejuizos cognitivos: (0) Nao presente; (1) Incerta (fungdo cognitiva ndo claramente fora da variagao
esperada para a idade ou nivel sécio econdmico; i.e., dentro de 0,5 DP da média); (2) Presente, mas
leve (alguma reducdo na funcgdo cognitiva; abaixo do esperado para a idade ou nivel s6cio econdmico,
0,5-1 DP da média); (3) presente e moderada (clara redugdo na fungao cognitiva; abaixo do esperado
para a idade ou nivel socio econdmico, 1-2 DP da média); (4) presente e grave (grave reducao na
funcdo cognitiva; abaixo do esperado para a idade ou nivel s6cio econdmico, >2 DP da média). Para
fins de harmonizagdo do nimero de sujeitos em cada subgrupo, optamos por classificar os sujeitos em
2 grupos: (1) auséncia de prejuizos cognitivos significativos (grupos 0, 1 e 2 da escala ou até 1 DP da
média); e (2) presenca de prejuizos cognitivos significativos (grupos 3 e 4 da escala ou até >1 DP da

média).

3.4.4. Procedimentos para analise genética e genotipagem

Pacientes e controles tiveram 5 ml de sangue coletados por pungdo venosa por um profissional
habilitado. O sangue total em tubo com EDTA foi armazenado a temperatura de -20°C. Posteriormente,
as amostras foram enviadas para analise no Laboratério de Psiquiatria Molecular do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre onde foram realizadas a genotipagem das amostras dos pacientes. As amostras
dos controles foram genotipadas no Laboratério Interdisciplinar de Investigagao Médica da UFMG. A
metodologia utilizada serd brevemente descrita a seguir. O DNA gendmico foi extraido utilizando o
kit comercial da GE Healthcare (28-9042-64 GE Healthcare UK Limited). O kit promove a extragdo

do DNA a partir da ligagdo do acido a uma membrana de silica por uma liga¢do idnica fraca. A
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quantidade e pureza do DNA genomico obtido sdo avaliados por espectrofotometria no Nanodrop
(260/280 € 260/230). Todas as amostras foram padronizadas em uma concentracdo de DNA de 1 ng/ul.
Para a preparacao da PCR, usou-se 5ul de “Master Mix- TagMan”, 3,5ul de 4gua livre de componentes
que possam degradar o DNA, 0,5ul de Ensaio disponivel para cada analise de SNP e 1ul de amostra.
Os ensaios para analise de SNP utilizados foram rs1049353, rs12720071 (para CNR1) e rs2229579
(para CNR2) da Applied Biosystems (by Life Technologies). Os resultados da genotipagem do
polimorfismo rs1049353 nos controles foi inconclusivo e os dados ndo foram utilizados. Todos os
materiais e reagentes necessarios para tais andlises foram adquiridos conforme recomendagdes do

fabricante e bom uso do equipamento.

Os trés polimorfismos acima foram escolhidos com base nas evidéncias de seu possivel envolvimento
tanto com o risco para a esquizofrenia, quanto com sua possivel contribui¢ao na génese de seus déficits
cognitivos. Em grande parte, as evidéncias de envolvimento do polimorfismo rs1049353 do CNRI1
com o risco para o desenvolvimento do transtorno sdo negativas. Somente um estudo encontrou
associagdo significativa, enquanto sete foram negativos. Apesar disso, um estudo encontrou associacao
deste SNP com alteragdes estruturais do SNC nos pacientes (Sudrez-Pinilla et al., 2015). Da mesma
forma, o polimorfismo rs12720071 do CNRI1 nao foi associado ao risco para a sindrome, mas foi
relacionado com menor volume de substancia branca e pior desempenho cognitivo nos pacientes (Ho
et al., 2011). Por sua vez, a evidéncia de associagao do SNP rs2229579 do CNR2 com a sindrome foi
contraditorio (um resultado positivo e um negativo) e sua relacdo com o desempenho cognitivo ainda

ndo foi testado.

3.5. Desenho experimental

Todos os testes e a coleta de material bioldgico envolvidos nesse projeto foram aprovados pelo Comité
de Etica da FHEMIG e o6rgdo competente da Prefeitura de Nova Lima. Os pacientes e seus
responsaveis, assim como os controles, deram sua autoriza¢ao para participagdo na pesquisa atraveés

da assinatura do Termo de Consentimento Informado Livre e Esclarecido (ANEXOS, item 8.5).

Os pacientes foram avaliados em um Unico dia de testes, quando foram coletados os dados clinicos e
sociodemograficos, feita a entrevista diagnostica, aplicada a escala PANSS, realizada a avaliacao
cognitiva (BACS) e a coleta da amostra de sangue. Os controles também foram avaliados um tnico
dia, com a coleta de dados sociodemograficos, aplicagdo do MINI, avaliagdo neuropsicoldgica (BACS)

e coleta da amostra de sangue.
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3.6. Analise estatistica

Os resultados de variaveis continuas foram expressos como média e desvio-padrao ou mediana e faixa
de variacdo, conforme apropriado. As varidveis categoriais foram expressas como proporcdes. A
normalidade da distribui¢ao das varidveis foi avaliada pelos testes de Kolmogorov-Smirnov ou
Shapiro-Wilk. A distribui¢do genotipica, frequéncia alélica e equilibrio de Hardy-Weinberg da amostra
foram calculados pelo teste qui-quadrado. A comparagdo entre grupos foi realizada por teste t ou
Mann-Whitney, conforme for apropriado. A comparagdo entre duas variaveis categoriais foi realizada
pelo teste qui-quadrado ou teste Exato de Fisher, conforme apropriado. Os tamanhos de efeito foram
expressos pelo d de Cohen. Alfa foi fixado em 0,05 e a corregdo para multiplos testes foi feito pelo
método de Bonferroni (segundo descricdo a seguir: 3 polimorfismos x 5 modelos genéticos = 15

comparacgdes; p corrigido para multiplas comparagoes = 0,05/15 = 0,003).

Estudos que avaliam doengas complexas testam multiplos modelos genéticos para explorar o racional
bioldgico das possiveis associacdes entre gendtipo e fenotipo, visto que, até o momento, nao existe
evidéncia do modo de heranga genética das doengas poligénicas (Zhao, Song, Wang, & Wang, 2016).
Os diversos modelos genéticos agrupam os genotipos homo e heterozigotos de diferentes formas para
investigar qual o modelo que melhor explica a possivel associacdo entre gendtipo e fendtipo. Por
exemplo, a dominancia de um dos alelos pode ser assumida considerando o genotipo heterozigoto e
um dos homozigotos como uma categoria unica. No presente estudo, as analises de associagdo entre
os polimorfismos € o risco para esquizofrenia ou com o desempenho neurocognitivo foram realizadas

usando diferentes modelos genéticos (codominante, dominante, recessivo, superdominante e aditivo).

Para controlar o possivel efeito confundidor do uso de cannabis sobre o desempenho cognitivo dos
pacientes, realizamos uma regressao multipla hierarquica, na qual o desempenho no dominio de
interesse (escore no teste especifico) entrou como varidvel dependente, o genétipo como variavel
independente e o uso de cannabis como covariavel. Para avaliar se haveria efeito de intera¢do entre o
grupo (esquizofrenia x controle) e o genotipo sobre o desempenho cognitivo, realizamos uma analise
de variancia com dois fatores (two-way ANOVA), na qual a variavel dependente foi o desempenho no
dominio de interesse (escore no teste especifico), a primeira variavel independente foi o gendtipo (3
grupos) e a segunda variavel independente foi o grupo (pacientes x controles). Todas as analises foram
realizadas por meio do Statistical Package for Social Sciences (SPSS), versao 20 (IBM, 2011), ou
Software R (R Team, 2013).
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4. RESULTADOS

4.1. Analise descritiva

Nossa amostra de pacientes e controles ndo diferiu quanto a idade (aproximadamente 40 e 41,5 anos
respectivamente), mas ndo foi homogénea em termos de proporcao entre homens em mulheres (menos
mulheres nos controles) e nivel educacional medido pelos anos de estudo (maior nos controles).
Quando comparamos pacientes sem déficits cognitivos significativos com os controles, nao
encontramos mais diferenga em rela¢do aos anos de estudo (10,1 x 10,3, p=0,67). Em comparagdo aos
pacientes com déficits cognitivos significativos, os pacientes que ndo os apresentavam eram mais
jovens (35 x 42 anos), estudaram mais (10 x 6,5 anos) e apresentavam menos sintomas negativos e

psicopatologia geral.

Os pacientes (grupo completo) tiveram o inicio da sua doenga em média aos 27 anos e apresentaram
um tempo médio de doenga de 12 anos e meio. Encontramos maior propor¢ao de tabagistas entre os
pacientes (32%) do que nos controles (11%) e aproximadamente 17% da nossa amostra de pacientes

relataram uso de cannabis ao longo da vida.

O desempenho cognitivo dos pacientes foi significativamente inferior ao dos controles em todos os
dominios testados e no escore global da BACS (p<0,01). Nossa amostra de pacientes apresentou
desempenho cognitivo global em média 1,44 desvio-padrao abaixo da amostra normativa. Quanto aos
dominios cognitivos individuais, os maiores prejuizos foram evidenciados nos dominios da atencao (d
de Cohen: 2,7), velocidade motora (d de Cohen: 2,3) e desempenho cognitivo global (d de Cohen: 2,2).
A partir da categorizagdo do desempenho cognitivo global, observamos um ter¢o dos nossos pacientes
apresentaram déficits cognitivos leves ou inexistentes, enquanto dois ter¢os apresentavam déficits

significativos. Os resultados descritivos da amostra podem ser vistos nas TABELAS 2, 3 e 4.

A distribui¢do alélica e genotipica dos 3 polimorfismos testados em pacientes e controles estdo
descritas na TABELA 5. A distribui¢do genotipica nos controles ndo apresentou desvio do esperado

pelo equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).
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TABELA 2. Dados descritivos da amostra de pacientes e controles:

Pacientes Controles P d de
(n=69) (n=43) Cohen
Médiaoun | DPou% | Médiaoun | DP ou %
Dados Sociodemograficos
Idade 39,9 11,8 41,5 10,5 0,47 -
Género 0,02* -
Feminino 26 38% 7 16% -
Masculino 43 62% 36 84% -
Educacio (anos de estudo) 7,7 39 10,5 3,1 <0,01** -
Dados Clinicos
Inicio da doenga 27,3 11,1 - - - -
Tempo de doenga 12,4 10,1 - - - -
Medicagdo (Eq.CPMZ) 3474 205,3 - - - -
PANSS - - - -
Positiva 9,7 3 - - - -
Negativa 17,5 6,5 - - - -
Geral 26,3 7,3 - - - -
Total 53,4 13,6 - - - -
Tabaco 22 32% 5 11,1% 0,01%* -
Cannabis 12 17,4% 0 0% <0,01%** -
Desempenho Cognitivo
BACS -
Memoria verbal 26,38 9,7 36,87 9,62 <0,01%** 1,5
Memoria de trabalho 11,83 4,86 15,69 4,95 <0,01%** 0,8
Velocidade motora 47,91 18,53 77,82 16,4 <0,01** 2.3
Fluéncia verbal semantica 13,2 4,74 18,98 426 <0,01** 39
Fluéncia verbal categorial (letra F) 8,3 4,08 11,76 4,6 <0,01%** 3,8
Fluéncia verbal categorial (letra S) 7,36 3,59 11,36 4,06 <0,01** 1,0
Fluéncia verbal total 28,87 11 42,09 10,53 <0,01** 1,8
Atengao 22.8 12,08 39,18 14,62 <0,01** 2,7
Raciocinio e resolugdo de problemas 10,77 5,85 14 5,78 <0,01** 1,8
Escore composto (z) -1,44 0,89 -0,2 0,8 <0,01%** 2,2
Categoria cognitiva (DSM-5) <0,01%** -
0 a2 (até 1DP) 23 33,3% 36 80% -
3e4 (>/=1DP) 46 66,7% 9 20% -

ABREVIACOES: Eq. CPMZ: equivalente de clorpromazina.

*p<0,05; **p<0,01
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TABELA 3. Dados descritivos da amostra de pacientes com (DC+) e sem (DC-) déficits cognitivos
significativos:

Pacientes DC+ Pacientes DC- p
(n=46) (n=23)
Médiaoun | DPou% | Médiaoun | DP ou %
Dados Sociodemograficos
Idade 42,3 12,3 35,3 9,5 0,02*
Género 0,86
Feminino 17 17% 9 39%
Masculino 29 63% 14 61%
Educacdo (anos de estudo) 6,6 33 10,1 4 <0,01**
Dados Clinicos
Inicio da doenga 28,7 12,1 24.5 8,5 0,14
Tempo de doenga 13,5 11,0 10 7,6 0,13
Medicacdo (Eq.CPMZ) 350,9 205,1 340,2 210,3 0,84
PANSS
Positiva 9,9 2,6 9,3 3,7 0,44
Negativa 18,8 6,7 14,9 5,2 0,02*
Geral 27,8 7,8 23,4 5,3 0,02*
Total 56 13,4 47,9 12,6 0,02*
Tabaco 14 31% 8 38% 0,57
Cannabis 6 13% 6 26% 0,15
Desempenho Cognitivo
BACS
Memoria verbal 22,4 8,5 34,3 6,7 <0,01**
Memoria de trabalho 10,2 4,6 15 3,7 <0,01%**
Velocidade motora 40 16,2 63,7 11,4 <0,01%**
Fluéncia verbal semantica 11,6 4,4 16,4 3,8 <0,01%**
Fluéncia verbal categorial (letra F) 6,6 3,7 11,6 3,3 <0,01%**
Fluéncia verbal categorial (letra S) 5,8 2,6 10,5 3,2 <0,01%**
Fluéncia verbal total 24 8,4 38,6 9 <0,01%**
Atengédo 17,2 9,6 34 8,2 <0,01**
Raciocinio e resolucdo de problemas 8,6 5,1 15,1 4.7 <0,01**
Escore composto (z) -1,9 0,68 -0,5 0,41 <0,01**
ABREVIACOES: Eq. CPMZ: equivalente de clorpromazina.
*p<0,05; **p<0,01
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TABELA 4. Dados descritivos da amostra de pacientes sem déficits cognitivos (DC-) e controles:

Pacientes DC- Controles p
(n=23) (n=43)
Médiaoun | DPou% | Médiaoun | DP ou %
Dados Sociodemograficos
Idade 35,3 9,5 41,5 10,5 0,02*
Género 0,04*
Feminino 9 39% 7 16%
Masculino 14 61% 36 84%
Educacdo (anos de estudo) 10,1 4 10,5 3,1 0,67
Dados Clinicos
Inicio da doenga 24,5 8,5 - - -
Tempo de doenga 10 7,6 - - -
Medicagdo (Eq.CPMZ) 340,2 210,3 - - -
PANSS - - -
Positiva 9,3 3,7 - - -
Negativa 14,9 5,2 - - -
Geral 23,4 5,3 - - -
Total 47,9 12,6 - - -
Tabaco 8 38% 5 11,1% 0,01%*
Cannabis 6 29% 0 0%
Desempenho Cognitivo
BACS
Memoria verbal 34,3 6,7 36,9 9,6 0,26
Memoria de trabalho 15 3,7 15,7 4.9 0,56
Velocidade motora 63,7 11,4 77,8 16,4 <0,01**
Fluéncia verbal semantica 16,4 3,8 19 473 0,02%*
Fluéncia verbal categorial (letra F) 11,6 33 11,8 4.6 0,92
Fluéncia verbal categorial (letra S) 10,5 32 11,4 4,1 0,34
Fluéncia verbal total 38,6 9 421 10,5 0,40
Atengdo 34 8,2 39,2 14,6 0,06
Raciocinio e resolucdo de problemas 15,1 4.7 14 5,8 0,42
Escore composto (z) -0,5 0,41 -0,20 0,80 0,04*
ABREVIACOES: Eq. CPMZ: equivalente de clorpromazina.
*p<0,05; **p<0,01

TABELA 5. Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos dos genes CNR1 e CNR2:

Frequéncia Frequéncia
Gene SNP n Alélica (%) p genotipica (%) HWE
CNR1 rs1049353 C T C/C C/T T/T
Sz 69 | 116 (84%) | 22 (16%) --- 49 (71%) | 18 (26%) | 2(3%) 0,82
Ct 0 --- -—- -—- -—- ---
rs12720071 T C 0,009** T/T C/T C/C
Sz 69 | 82 (59%) 56 (41%) 17 (25%) | 48 (69%) | 4 (6%) <0,01
Ct 44 | 67 (76%) 21 (24%) 27 (61%) | 13 (30%) | 4 (9%) 0,21
CNR2 rs2229579 G A 0,024 ** G/G G/A A/A
Sz 68 | 113 (83%) | 23 (17%) 52 (77%) | 9(13%) | 7 (10%) <0,01
Ct 45 | 84 (93%) 6 (7%) 40 (89%) 4 (9%) 1 (2%) 0,06

ABREVIACOES: HWE: equilibrio de Hardy-Weinberg

**p<0,025 (corrigido para comparagdes multiplas)
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4.2. Analise inferencial
4.2.1. Polimorfismos dos receptores endocanabinoides e risco para esquizofrenia

4.2.1.1. Polimorfismo rs12720071

Em relagdo ao polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNRI, os pacientes apresentaram maior
proporcao do alelo C do que os controles (41% x 24%), o que sugere que possa ser um alelo de risco
para a esquizofrenia (OR [IC95%): 2,18 [1,2-3,9], p=0,009). Além disso, também encontramos
associacao dos gendtipos com o risco o transtorno. No modelo genético dominante, observou-se que
os pacientes portadores do alelo C (T/C ou C/C), tiveram 4,86 (I1C95%: 2,15-11) vezes a chance de ter
esquizofrenia do que os individuos T/T (p<0,001, significativo mesmo apds correcio para multiplos
testes). Ou seja, individuos T/C ou C/C tem 3,86 vezes mais chance de ter esquizofrenia do que os
homozigotos T/T. No modelo genético log-aditivo, que considera que o aumento das copias do alelo
variante (alelo C) aumentaria o risco para a doenga, observou-se que individuos C/C tiveram 2,73
(IC95%: 1,36-5,49) vezes a chance de ter esquizofrenia (p=0,003) do que os T/T. Ou seja, individuos
C/C tiveram 1,73 vezes mais chance de ter esquizofrenia do que os T/T. Os resultados sdo apresentados

na TABELA 6.

Para controlar os possiveis efeitos de variaveis confundidoras, realizamos uma regressao logistica
hierarquica, na qual a variavel dependente foi ter ou ndo esquizofrenia, a varidvel independente foi o
genotipo (T/T x T/C-C/C) e as covariaveis foram género, anos de estudo, uso de tabaco e uso de
cannabis. Mesmo apds a corre¢ao para variaveis intervenientes o efeito do genotipo sobre o risco de

esquizofrenia se manteve (p=0,001).

TABELA 6. Comparacio das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs12720071 (T
> C) do CNRI1 de pacientes e controles:

Modelo
Gene Genético Controle| % | Paciente | % OR 1C95% p-value
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 27 61,4 17 24,6 1
(rs12720071) C/T 13 29,5 48 69,6 | 5,86 2,48 13,89
C/C 4 9,1 4 5,8 1,59 0,35 7,21 <0,001**
Dominante T/T 27 61,4 17 24.6 1
C/T-C/C 17 38,6 52 75,4 | 4,86 2,15 11 <0,001**
Recessivo T/T-C/T 40 90,9 65 94,2 1
C/C 4 9,1 4 5,8 | 0,62 0,15 2,6 0,5106
Superdominante | T/T-C/C 31 70,5 21 30,4 1
C/T 13 29,5 48 69,6 | 545 2,39 12,45 | <0,001**
log-Aditivo 0,1,2 44 38,9 69 61,1 | 2,73 1,36 5,49  10,00315*

*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

52




4.2.1.2. Polimorfismo rs2229579

Em relag@o ao polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2, os pacientes apresentaram maior propor¢ao
do alelo A (17% x 7%), o que sugere que os portadores deste alelo teriam mais risco para a doenca
(OR [1C95%]: 2,85 [1,11-7,3], p=0,024), mas ndo houve associacdo significativa entre os genotipos e
o risco de esquizofrenia, apesar de algumas tendéncias a significancia para alguns modelos (p=0,052
para o modelo log-aditivo), o que sugere que o aumento da amostra poderd aumentar o poder de

encontrarmos associagdo. Os resultados sao apresentados na TABELA 7.

TABELA 7. Comparacio das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs2229579 (G >
A) do CNR2 de pacientes e controles:

Modelo
Gene Genético Controle | % | Paciente | % OR 1C95% p-value
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 40 88,9 52 76,5 1
(rs2229579) A/G 4 8,9 9 132 | 1,73 0,5 6,03

A/A 1 2,2 7 10,3 | 5,38 0,64 45,56 0,14292

Dominante G/G 40 88,9 52 76,5 1
A/G-A/A 5 11,1 16 23,5 | 2,46 0,83 7,29 0,08777

Recessivo G/G-A/G 44 97,8 61 89,7 1
A/A 1 2,2 7 10,3 | 5,05 0,6 42,52 0,0777

Superdominante | G/G-A/A 41 91,1 59 86,8 1
A/G 4 8,9 9 13,2 | 1,56 0,45 5,42 0,47213
log-Aditivo 0,1,2 45 39,8 68 60,2 | 2,07 0,92 4,64 0,05254

*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

4.2.2. Polimorfismos dos receptores endocanabindides e risco para prejuizos cognitivos

Nao encontramos associa¢do dos genotipos dos 3 polimorfismos com o risco para apresentar déficits
cognitivos significativos em nossa amostra de pacientes. Os resultados estdo apresentados nas

TABELAS suplementares S1, S2 e S3 (ANEXOS, item 8.1).

4.2.3. Polimorfismos dos receptores endocanabindides e desempenho cognitivo

No dominio da memdria verbal, encontramos associagdo com geno6tipo do rs1049353 (C > T), mas o
resultado ndo foi significativo ap6s correcao do valor de p para multiplos testes. Nao houve associacao

entre este dominio e os outros SNPs testados. Nao houve associagdo com os polimorfismos testados e
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a memoria verbal nos controles. Os resultados estao descritos nas TABELAS suplementares S4 a S8

(ANEXOS, item 8.1).

No dominio da memoria de trabalho, encontramos associagdo significativa com genétipos do
polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 nos pacientes. Pacientes C/C e T/T apresentaram pior
desempenho neste dominio do que os C/T (p<0,003). Os portadores do alelo C (T/C e C/C) tiveram
melhor desempenho do que os T/T (diferenga entre as médias [IC95%] = 4,1 [1,6 a 6,6], p<0,003).
Nao houve efeito de interagcdo (p=0,21) entre o gendtipo e o grupo (pacientes x controles) sobre o
desempenho da memoria de trabalho (FIGURA 1). Com relagdo ao polimorfismo rs2229579 (G > A)
do CNR2, pacientes A/A tiveram pior desempenho do que os portadores do alelo G (G/G ou G/A),
mas a diferenca ndo foi significativa apds corre¢do do valor de p para multiplas correlagdes (FIGURA
2). Nao encontramos associacdo entre os genotipos do polimorfismo rs1049353 (C > T) do CNRI1 e
este dominio nos pacientes. Nao houve associacdo com os polimorfismos testados € a memoria de

trabalho nos controles. Os resultados estdo descritos nas TABELAS 8 a 12.

No dominio da velocidade motora, encontramos associagao significativa com gen6tipo do rs12720071
(T > C) do CNRI1 nos pacientes. Pacientes C/C apresentaram desempenho significativamente inferior
no teste que avaliou este dominio em relagdo aos individuos portadores do alelo T (diferenga entre as
médias [IC95%] =-28,6 [-46,1 a-11], p<0,003). Além disso, os modelos genéticos dominante e aditivo
também apresentaram associacdo, mas o resultado nao foi significativo apos correcao do valor de p
para multiplos testes. Houve efeito de interagdo (p=0,01) entre o genotipo e o grupo (pacientes x
controles) sobre o desempenho neste dominio (FIGURA 3). Nao encontramos associacdo entre os 2
outros SNPs e este dominio nos pacientes. Nao houve associagdo com os polimorfismos testados e a

velocidade motora nos controles. Os resultados estdo descritos nas TABELAS 13 a 17.

No dominio da fluéncia verbal, encontramos associacao significativa com gendtipo do rs12720071 (T
> C) do CNRI nos pacientes. Pacientes C/C apresentaram desempenho significativamente pior no teste
de fluéncia verbal semantica e na fluéncia verbal total do que os pacientes portadores do alelo T
(p<0,003). Houveram associacdes com a fluéncia verbal categorial, mas os resultados ndo foram
significativos apos corre¢@o do valor de p para multiplos testes. Nao houve efeito de interagdo (p=0,17)
entre o genotipo e o grupo (pacientes x controles) sobre o desempenho da fluéncia verbal (FIGURA
4). Nao encontramos associacao entre os 2 outros SNPs e estes dominios nos pacientes. Nao houve
associagdo com os polimorfismos testados e a fluéncia verbal nos controles. Os resultados estdo

descritos nas TABELAS 18 a 27.
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Nos dominios da atencao/velocidade de processamento (diferenca entre as médias [IC95%] = -16 [-
27,6 a -4,3], p=0,009) e raciocinio e resolugao de problemas (diferenca entre as médias [1C95%] = -8
[-13,6 a -2,3], p=0,007), encontramos associacao com genotipo do rs12720071 (T > C) do CNR1 nos
pacientes, mas a diferenc¢a ndo foi significativa ap6s corre¢ao do valor de p para multiplas correlagdes.
Nao houve efeito de interagdo entre o gendtipo € o grupo (pacientes x controles) para estes dois
dominios (FIGURAS 5 e 6). Nao houve associagao para os outros 2 SNPs nos pacientes e nenhum dos

polimorfismos se associou a estes dois dominios nos controles. Os resultados estdo descritos nas

TABELAS 28 a 37.

Com relagdo ao desempenho cognitivo global, também encontramos associag¢do significativa com
gend6tipo do rs12720071 (T > C) do CNRI1 nos pacientes. Pacientes C/C apresentaram desempenho
cognitivo de em média -2,8 DP, enquanto pacientes portadores do alelo T desempenharam em média
-1,3 DP, o que equivale a uma diferenga de quase 1,5 DP (IC95%: -2,28 a -0,61, p<0,003). Nao houve
efeito de interagao (p=0,07) entre o gendtipo e o grupo (pacientes x controles) sobre o desempenho no
teste de fluéncia verbal (FIGURA 7). Os outros 2 polimorfismos nao se associaram com o desempenho
cognitivo global dos pacientes. Nao houve associagdo com os polimorfismos testados e o desempenho

cognitivo global nos controles. Os resultados estdo descritos nas TABELAS 38 a 42.
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TABELA 8. Genétipo do polimorfismo rs1049353 (C > T) do CNR1 e memodria de trabalho
medida pelo Teste de Sequéncia de Digitos em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante C/C 49 11,37 0,7558 0
(rs1049353) C/T 18 13,22 0,7027 1,8549 | -0,7672 4,477
T/T 2 10,5 5,5 -0,8673 | -7,7303 5,996 | 0,3599
Dominante C/C 49 11,37 0,7558 0
C/T-T/T 20 12,95| 0,7694 1,5827| -0,9335 4,099 0,222
Recessivo C/C-C/T 67 11,87 0,5901 0
T/T 2 10,5 5,5 -1,3657 | -8,2392 5,508 | 0,6982
Superdominante | C/C-T/T 51 11,33 0,7424 0
C/T 18 13,22 0,7027 1,8889| -0,701 4479 0,1575
log-Aditivo 0,1,2 1,0443 | -1,1423 3,231 0,3526

TABELA 9. Genétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e memoria de trabalho
medida pelo Teste de Sequéncia de Digitos em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 17 8,706 1,094 0
(rs12720071) C/T 48 13,25| 0,6127 4,5441 | 2,1056 6,9826
C/C 4 8| 3,0277 -0,7059 | -5,5073 4,0955 | 0,00062**
Dominante T/T 17 8,706 1,094 0
C/T-C/C 52 12,846| 0,6318 4,1403 | 1,6513 6,629310,00175**
Recessivo T/T-C/T 65 12,062 | 0,5867 0
C/C 4 8| 3,0277 -4,0615| -8,905 0,7819| 0,10495
Superdominante | T/T-C/C 21 8,571 1,0202 0
C/T 48 13,25 0,6127 4,6786 | 2,4336 6,9235]0,00012**
log-Aditivo 0,1,2 2,0344 | -0,1382 4,2069 0,0709
*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

TABELA 10. Genotipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e memoria de trabalho
medida pelo Teste de Sequéncia de Digitos em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 52 12,29 0,593 0
(rs2229579) A/G 9 12| 2,1602 -0,2885| -3,675 3,0979
A/A 7 8| 2,2887 -4,2885| -8,065| -0,5122] 0,09118
Dominante G/G 52 12,29 0,593 0
A/G-A/A 16 10,25 1,606 -2,0385| -4,755 0,6784| 0,14616
Recessivo G/G-A/G 61 12,25 0,5889 0
A/A 7 8| 2,2887 -4,2459| -7,961| -0,5305]0,02848*
Superdominante | G/G-A/A 59 11,78 0,6083 0
A/G 9 12| 2,1602 0,2203 | -3,235 3,676 0,90093
log-Aditivo 0,1,2 -1,766| -3,501| -0,0309| 0,05019
*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)
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TABELA 11. Genétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e meméria de trabalho
medida pelo Teste de Sequéncia de Digitos em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 27 15,19 1,0689 0
(rs12720071) C/T 13 16,38 1,1577 1,19943 | -2,107 4,506
C/C 4 15,25 1,0308 0,06481 -5,183 5,312 0,772
Dominante T/T 27 15,19 1,0689 0
C/T-C/C | 17 16,12 09111 0,93246 -2,07 3,934 0,5459
Recessivo T/T-C/T | 40 15,57 0,8101 0
C/C 4 15,25 1,0308 -0,325 -5,431 4,781 0,9013
Superdominante | T/T-C/C | 31 15,19 0,936 0
C/T 13 16,38 1,1577 1,19107 | -2,007 4,389 0,4694
log-Aditivo 0,1,2 0,4503 -1,781 2,682 0,6945

TABELA 12. Gen6tipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e memoria de trabalho medida
pelo Teste de Sequéncia de Digitos em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 40 15,75 0,8116 0
(rs2229579) A/G 4 15,25 2,0156 -0,5 -5,703 4,703
A/A 1 15 0 -0,75 -10,795 | 9,295 0,9732
Dominante G/G 40 15,75 0,8116 0
A/G-A/A| 5 15,2 1,562 -0,55 -5,201 4,101 0,8178
Recessivo G/G-A/G| 44 15,7 0,7545 0
A/A 1 15 0 -0,7045 | -10,625 | 9,216 0,8899
Superdominante | G/G-A/A | 41 15,73 0,7917 0
A/G 4 15,25 2,0156 -0,4817 -5,619 4,656 0,8551
log-Aditivo 0,1,2 -0,4352 -4,09 3,219 0,8166
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FIGURA 1. Memoria de trabalho em fun¢iao do genétipo do rs12720071 (T > C) do CNR1 em
pacientes e controles:

Gendtipo (pacientes): p < 0,01
Gendtipo (controles): p = 0,77
Grupo: p < 0,01
Genétipo*Grupo: p = 0,21
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FIGURA 2. Memoéria de trabalho em func¢io do genétipo do rs2229579 (G > A) do CNR2 em
pacientes e controles:

Gendtipo (pacientes): p = 0,03
Gendtipo (controles): p = 0,89
Grupo: p < 0,01
Genétipo*Grupo: p = 0,50
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TABELA 13. Genétipo do polimorfismo rs1049353 (C > T) do CNRI1 e velocidade motora
medida pelo Tarefa motora com fichas (token) em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante C/C 49 48,29 2,646 0
(rs1049353) C/T 18 46,22 4,341 -2,0635| -12,193 8,066
T/T 2 54 22 5,7143 | -20,799 32,227| 0,8289
Dominante C/C 49 48,29 2,646 0
C/T-T/T 20 47 4,244 -1,2857| -10,987 8,416| 0,7959
Recessivo C/C-C/T 67 47,73 2,245 0
T/T 2 54 22 6,2687| -19,938 32,476 | 0,6407
Superdominante | C/C-T/T 51 48,51 2,62 0
C/T 18 46,22 4,341 -2,2876 | -12,302 7,726 | 0,6558
log-Aditivo 0,1,2 -0,3206| -8,716 8,075| 0,9406

TABELA 14. Genotipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNRI1 e velocidade motora
medida pelo Tarefa motora com fichas (token) em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 17 51,65 4,719 0
(rs12720071) C/T 48 48,83 2,381 -2,814 | -12/48 6,855
C/C 4 21 10,472 -30,647| -49,69| -11,609| 0,00802*
Dominante T/T 17 51,65 4,719 0
C/T-C/C 52 46,69 2,529 -4,955| -15,11 5,196 0,34217
Recessivo T/T-C/T 65 49,57 2,134 0
C/C 4 21 10,472 -28,569 | -46,13 -11,01 | 0,00217**
Superdominante | T/T-C/C 21 45,81 498 0
C/T 48 48,83 2,381 3,024 -6,52 12,567 0,5367
log-Aditivo 0,1,2 -9,225| -17,43 -1,024| 0,03091*
*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

TABELA 15. Genoétipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e velocidade motora
medida pelo Tarefa motora com fichas (token) em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 52 49,58 2,382 0
(rs2229579) A/G 9 37,56 5,713 -12,021| -24,81 0,7718
A/A 7 44,57 9,579 -5,005| -19,27 9,2608 | 0,17405
Dominante G/G 52 49,58 2,382 0
A/G-A/A 16 40,62 5,163 -8,952| -19,05 1,1472 0,087
Recessivo G/G-A/G 61 47,8 2,248 0
A/A 7 44,57 9,579 -3,232| -17,63 11,163 | 0,66135
Superdominante | G/G-A/A 59 48,98 2,359 0
A/G 9 37,56 5,713 -11,427| -24,06 1,2025| 0,08078
log-Aditivo 0,1,2 -4,443 | -11,04 2,1534] 0,19136
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TABELA 16. Genoétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNRI1 e velocidade motora
medida pelo Tarefa motora com fichas (token) em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 27 79,96 3,244 0
(rs12720071) C/T 13 71,92 4,312 -8,04 -18,947 | 2,867
C/C 4 83 8,426 3,037 -14,273 | 20,347 | 0,2952
Dominante T/T 27 79,96 3,244 0
C/T-C/C | 17 74,53 3,896 -5,434 | -15482 | 4,615 0,2953
Recessivo T/T-C/T | 40 77,35 2,638 0
C/C 4 83 8,426 5,65 -11,511 | 22,811 | 0,5223
Superdominante | T/T-C/C | 31 80,35 2,983 0
C/T 13 71,92 4,312 -8,432 | -18,995 | 2,132 0,1252
log-Aditivo 0,1,2 -1,904 -9,432 5,623 0,6226

TABELA 17. Genétipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e velocidade motora
medida pelo Tarefa motora com fichas (token) em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 40 77,4 2,578 0
(rs2229579) A/G 4 79 10,408 1,6 -15,531 18,73
A/A 1 90 0 12,6 -20,473 | 45,67 0,7499
Dominante G/G 40 77,4 2,578 0
A/G-A/A| 5 81,2 8,357 3,8 -11,578 19,18 0,6306
Recessivo G/G-A/G| 44 77,55 2,484 0
A/A 1 90 0 12,455 |-20,209 | 45,12 0,4589
Superdominante | G/G-A/A | 41 77,71 2,533 0
A/G 4 79 10,408 1,293 -15,731 18,32 0,8824
log-Aditivo 0,1,2 4,037 -8,017 16,09 0,5151
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FIGURA 3. Velocidade motora em fun¢ao do genétipo do rs12720071 (T > C) do CNR1 em

pacientes e controles:
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TABELA 18. Genotipo do polimorfismo rs1049353 (C > T) do CNR1 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Semantica em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante C/C 49 13,31 0,6702 0
(rs1049353) C/T 18 12,89 1,0286 -0,4172| -3,014 2,179
T/T 2 13,5 8,5 0,1939| -6,602 6,99| 0,9479
Dominante C/C 49 13,31 0,6702 0
C/T-T/T 20 12,95 1,1109 -0,3561| -2,838 2,125 0,7794
Recessivo C/C-C/T 67 13,19 0,5591 0
T/T 2 13,5 8,5 0,306 | -6,408 7,02 0,9291
Superdominante | C/C-T/T 51 13,31 0,6863 0
C/T 18 12,89 1,0286 -0,4248 | -2,988 2,139 0,7463
log-Aditivo 0,1,2 -0,2351| -2,382 1,912 0,8307

TABELA 19. Genoétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Seméantica em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 17 13,47 1,1151 0
(rs12720071) C/T 48 13,71 0,6337 0,2377| -2,223 2,699
C/C 4 6 2,273 -7,4706 | -12,316 -2,625| 0,00575%*
Dominante T/T 17 13,47 1,1151 0
C/T-C/C 52 13,12 0,6691 -0,3552 | -2,968 2,258 0,79072
Recessivo T/T-C/T 65 13,65 0,547 0
C/C 4 6 2,273 -7,6462 | -12,105 -3,187(0,00129%**
Superdominante | T/T-C/C 21 12,05 1,1761 0
C/T 48 13,71 0,6337 1,6607 | -0,755 4,076 0,18239
log-Aditivo 0,1,2 -1,7984 | -3,928 0,331 0,10254
*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

TABELA 20. Genétipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Seméantica em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrido | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 52 13,4| 0,6359 0
(rs2229579) A/G 9 12,11 1,8741 -1,2927| -4,697 2,112
A/A 7 12,71 2,0669 -0,6896 | -4,486 3,107 0,7341
Dominante G/G 52 13,4 0,6359 0
A/G-A/A 16 12,38 1,3444 -1,0288 | -3,706 1,648 0,4539
Recessivo G/G-A/G 61 13,21 0,6047 0
A/A 7 12,71 2,0669 -0,4988 | -4,249 3,252 | 0,7952
Superdominante | G/G-A/A| 59 13,32 0,6056 0
A/G 9 12,11 1,8741 -1,2109| -4,563 2,141| 04815
log-Aditivo 0,1,2 -0,538| -2,273 1,197 0,5454
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TABELA 21. Genétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Semantica em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 27 19,96 0,7853 0
(rs12720071) C/T 13 17,92 1,1292 -2,04 -4,748 | 0,6678
C/C 4 17,75 2,136 -2,213 -6,51 2,0843 | 0,2703
Dominante T/T 27 19,96 0,7853 0
C/T-C/C | 17 17,88 0,9659 -2,081 -4,534 | 0,3732 0,104
Recessivo T/T-C/T | 40 19,3 0,6546 0
C/C 4 17,75 2,136 -1,55 -5,815 | 2,7149 | 0,4802
Superdominante | T/T-C/C | 31 19,68 0,7367 0
C/T 13 17,92 1,1292 -1,754 -4,405 | 0,8965 | 0,2017
log-Aditivo 0,1,2 -1,441 -3,268 | 0,3862 | 0,1297

TABELA 22. Genétipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Semantica em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 40 18,98 0,6957 0
(rs2229579) A/G 4 19,75 1,6008 0,775 -3,671 5,221
A/A 1 16 0 -2,975 -11,558 | 5,608 0,7418
Dominante G/G 40 18,98 0,6957 0
A/G-A/A| 5 19 1,4491 0,025 -3,977 4,027 0,9903
Recessivo G/G-A/G| 44 19,05 0,6453 0
A/A 1 16 0 -3,0455 -11,53 5,439 0,4855
Superdominante | G/G-A/A | 41 18,9 0,6824 0
A/G 4 19,75 1,6008 0,8476 -3,565 5,26 0,7084
log-Aditivo 0,1,2 -0,3981 -3,541 2,744 0,8051
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TABELA 23. Genotipo do polimorfismo rs1049353 (C > T) do CNR1 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Total em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante C/C 49 29,41 1,614 0
(rs1049353) C/T 18 27,44 2,049 -1,9637| -7,976 4,048
T/T 2 28,5 19,5 -0,9082 | -16,644 14,828 | 0,8143
Dominante C/C 49 29,41 1,614 0
C/T-T/T 20 27,55 2,321 -1,8582| -7,603 3,887 0,5283
Recessivo C/C-C/T 67 28,88 1,299 0
T/T 2 28,5 19,5 -0,3806 | -15,964 15,203 0,962
Superdominante | C/C-T/T 51 29,37 1,644 0
C/T 18 27,44 2,049 -1,9281| -7,864 4,008 | 0,5265
log-Aditivo 0,1,2 -1,429| -6,401 3,543 | 10,5751

TABELA 24. Genoétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Total em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 1C95% P
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 17 27,65 2,421 0
(rs12720071) C/T 48 30,69 1,516 3,04 -2,6307 8,712
C/C 4 12,25 3,66 -15,397| -26,5635 -4231| 0,00361%**
Dominante T/T 17 27,65 2,421 0
C/T-C/C 52 29,27 1,577 1,622 | -4,4327 7,677 0,60125
Recessivo T/T-C/T 65 29,89 1,287 0
C/C 4 12,25 3,66 -17,642| -28,0017 -7,283 | 0,00138**
Superdominante | T/T-C/C 21 24,71 2,451 0
C/T 48 30,69 1,516 5,973 0,4743 11,472 0,03693*
log-Aditivo 0,1,2 2,463 | -7,4709 2,544 0,33845

*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

TABELA 25. Genétipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Total em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrido | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 52 29,65 1,461 0
(rs2229579) A/G 9 23,89 4,517 -5,765 | -13,567 2,037
A/A 7 28,29 4,286 -1,3681 | -10,068 7,332| 0,3539
Dominante G/G 52 29,65 1,461 0
A/G-A/A 16 25,81 3,107 -3,8413 | -10,002 2,319 0,226
Recessivo G/G-A/G 61 28,8 1,421 0
A/A 7 28,29 4,286 -0,5176 | -9,213 8,178 0,9075
Superdominante | G/G-A/A 59 29,49 1,372 0
A/G 9 23,89 4,517 -5,6026 | -13,283 2,078 | 0,1575
log-Aditivo 0,1,2 -1,7197 -5,73 2,29 0,4036
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TABELA 26. Genétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e fluéncia verbal medida

pelo Teste de Fluéncia Verbal Total em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 27 43,52 1,937 0
(rs12720071) C/T 13 41,54 3,465 -1,98 -8,96 5
C/C 4 37,5 2,179 -6,019 -17,096 | 5,059 0,5395
Dominante T/T 27 43,52 1,937 0
C/T-C/C | 17 40,59 2,698 -2,93 -9,29 3,429 0,3716
Recessivo T/T-C/T | 40 42,88 1,706 0
C/C 4 37,5 2,179 -5,375 -16,128 | 5,378 0,3329
Superdominante | T/T-C/C | 31 42,74 1,74 0
C/T 13 41,54 3,465 -1,203 -8,046 5,64 0,732
log-Aditivo 0,1,2 -2,641 -7,334 2,052 0,2764

TABELA 27. Genétipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e fluéncia verbal medida

pelo Teste de Fluéncia Verbal Total em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 40 42.4 1,681 0
(rs2229579) A/G 4 40 6,014 2.4 -13,43 8,633
A/A 1 38 0 -4.4 -25,7 16,901 0,8484
Dominante G/G 40 42.4 1,681 0
A/G-A/A| 5 39,6 4,675 -2.8 -12,67 7,066 0,5809
Recessivo G/G-A/G| 44 42,18 1,603 0
A/A 1 38 0 -4,182 -25,26 16,892 | 0,6992
Superdominante | G/G-A/A | 41 4229 1,643 0
A/G 4 40 6,014 -2,293 -13,21 8,62 0,6826
log-Aditivo 0,1,2 -2,296 -10,05 5,453 0,5644
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FIGURA 4. Fluéncia Verbal Total em funciao do genotipo do rs12720071 (T > C) do CNR1 em
pacientes e controles:

Genétipo (pacientes): p < 0,01
Gendtipo (controles): p = 0,54
Grupo: p < 0,01
Genétipo*Grupo: p = 0,17
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TABELA 28. Genotipo do polimorfismo rs1049353 (C > T) do CNRI1 e atencao e velocidade de
processamento medida pelo Teste de Codificacido de Simbolos em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante C/C 49 23,12 1,809 0
(rs1049353) C/T 18 22,72 2,313 -0,4002 | -6,989 6,188
T/T 2 15,5 15,5 -7,6224 | -24,867 9,622 | 0,6882
Dominante C/C 49 23,12 1,809 0
C/T-T/T 20 22 2,413 -1,1224| -7,448 5,203 | 0,7291
Recessivo C/C-C/T 67 23,01 1,453 0
T/T 2 15,5 15,5 -7,5149 | -24,541 9,512 0,3901
Superdominante | C/C-T/T 51 22,82 1,803 0
C/T 18 22,72 2,313 -0,1013| -6,643 6,44| 0,9759
log-Aditivo 0,1,2 -1,6084 | -7,071 3,854 0,5658

TABELA 29. Gendtipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e atencio e velocidade de
processamento medida pelo Teste de Codificacio de Simbolos em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 17 20,24 2,95 0
(rs12720071) C/T 48 24,96 1,634 4,723 | -1,624| 11,0696
C/C 4 7,75 4973 -12,4853| -24,982| 0,01109| 0,01218*
Dominante T/T 17 20,24 2,95 0
C/T-C/C 52 23,63 1,672 3,3993| -3,217| 10,0154 0,31755
Recessivo T/T-C/T 65 23,72 1,444 0
C/C 4 7,75 4973 | -159731]| -27,654| -4,29179| 0,00926*
Superdominante | T/T-C/C 21 17,86 2,747 0
C/T 48 24,96 1,634 7,1012 1,095| 13,1077| 0,02356*
log-Aditivo 0,1,2 -0,8969 | -6,432| 4,63866 0,75181
*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

TABELA 30. Genotipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e atencio e velocidade de
processamento medida pelo Teste de Codificacio de Simbolos em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrido | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 52 23,54 1,624 0
(rs2229579) A/G 9 19,33 4,888 -4,205 | -12,845 4,435
A/A 7 20,57 4,825 -2,967 | -12,602 6,668 | 0,5678
Dominante G/G 52 23,54 1,624 0
A/G-A/A 16 19,88 3,356 -3,663 | -10,455 3,128 0,2943
Recessivo G/G-A/G 61 22,92 1,555 0
A/A 7 20,57 4,825 -2,347] -11,89 7,197| 0,6315
Superdominante | G/G-A/A 59 23,19 1,531 0
A/G 9 19,33 4,888 -3,853 | -12,376 4,67 0,3788
log-Aditivo 0,1,2 -2,038 | -6,443 2,366 | 0,3677
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TABELA 31. Genotipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNRI1 e atencao e velocidade de

processamento medida pelo Teste de Codificacido de Simbolos em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 27 39,59 2,881 0
(rs12720071) C/T 13 37,38 4,437 -2,20798 | -12,144 | 7,728
C/C 4 39,5 5,393 -0,09259 | -15,862 | 15,677 | 0,9069
Dominante T/T 27 39,59 2,881 0
C/T-C/C | 17 37,88 3,553 -1,71024 | -10,721 73 0,7118
Recessivo T/T-C/T | 40 38,88 2,394 0
C/C 4 39,5 5,393 0,625 -14,661 | 15911 | 0,9365
Superdominante | T/T-C/C | 31 39,58 2,577 0
C/T 13 37,38 4,437 -2,19603 | -11,805 | 7,413 0,6565
log-Aditivo 0,1,2 -0,82036 | -7,507 5,867 0,8112

TABELA 32. Genotipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e atencio e velocidade de

processamento medida pelo Teste de Codificacio de Simbolos em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 40 39,75 2,289 0
(rs2229579) A/G 4 40,5 5,951 0,75 -13,95 | 15,4545
A/A 1 11 0 -28,75 -57,14 | -0,3613 | 0,14956
Dominante G/G 40 39,75 2,289 0
A/G-A/A| 5 34,6 7,487 -5,15 -18,82 | 8,5171 | 0,46419
Recessivo G/G-A/G| 44 39,82 2,132 0
A/A 1 11 0 -28,818 -56,85 | -0,7893 | 0,05017
Superdominante | G/G-A/A | 41 39,05 2,34 0
A/G 4 40,5 5,951 1,451 -13,73 | 16,6332 | 0,85227
log-Aditivo 0,1,2 -7,093 -17,69 | 3,5032 | 0,1965
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FIGURA 5. Atencao e Velocidade de Processamento em funcio do genétipo do rs12720071 (T >
C) do CNRI1 em pacientes e controles:

Atencao/V. de Processamento

Genétipo (pacientes): p = 0,01
Gendtipo (controles): p = 0,90
Grupo: p < 0,01
Genétipo*Grupo: p = 0,13
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TABELA 33. Genotipo do polimorfismo rs1049353 (C > T) do CNRI e raciocinio e resolugao de
problemas medida pelo Teste da Torre de Londres em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante C/C 49 10,65| 0,8464 0
(rs1049353) C/T 18 11,67 1,2885 1,0136| -2,143 4,17
T/T 2 5,5 5,5 -5,1531| -13,415 3,109| 0,3609
Dominante C/C 49 10,65 0,8464 0
C/T-T/T 20 11,05 1,2947 0,3969 | -2,665 3,459 | 0,8002
Recessivo C/C-C/T 67 10,93 0,7064 0
T/T 2 5,5 5,5 -5,4254 | -13,607 2,756 0,1981
Superdominante | C/C-T/T 51 10,45 0,8394 0
C/T 18 11,67 1,2885 1,2157| -1,936 4367 04523
log-Aditivo 0,1,2 -0,258 | -2,907 2,391 0,8492

TABELA 34. Genétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e raciocinio e resolucio

de problemas medida pelo Teste da Torre de Londres em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 17 11,35 1,6692 0
(rs12720071) C/T 48 11,19 0,7566 -0,1654 | -3,274 2,943
C/C 4 3,25 1,7017 -8,1029 | -14,223 -1,983 | 0,02727*
Dominante T/T 17 11,35 1,6692 0
C/T-C/C 52 10,58 0,7666 -0,776 | -3,996 2,444 0,63819
Recessivo T/T-C/T 65 11,23 0,7019 0
C/C 4 3,25 1,7017 -7,9808 | -13,612 -2,349 0,0071*
Superdominante | T/T-C/C 21 9,81 1,5471 0
C/T 48 11,19 0,7566 1,378 | -1,624 4,38 0,37156
log-Aditivo 0,1,2 -2,157| -4,787 0,473 0,11265
*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

TABELA 35. Genotipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e raciocinio e resolucio de
problemas medida pelo Teste da Torre de Londres em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrido | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 52| 11,308| 0,7692 0
(rs2229579) A/G 9 7,667 1,748 -3,641| -7,777 0,495
A/A 71 10,571] 3,2061 -0,7363 | -5,349 3,8761| 0,2325
Dominante G/G 52 11,308 0,7692 0
A/G-A/A 16 8,938 1,6894 -2,3702 | -5,645 0,9043 | 0,1607
Recessivo G/G-A/G 61 10,77 0,7188 0
A/A 71 10,571] 3,2061 -0,1991| -4,839 4,4407| 0,93324
Superdominante | G/G-A/A| 59 11,22 0,7653 0
A/G 9 7,667 1,748 -3,5537] -7,625 0,5179] 0,09184
log-Aditivo 0,1,2 -1,0352] -3,172 1,1012| 0,34572
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TABELA 36. Genétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNRI1 e raciocinio e resolugao
de problemas medida pelo Teste da Torre de Londres em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 27 14 1,1272 0
(rs12720071) C/T 13 13,08 1,6736 -0,9231 -4,819 2,973
C/C 4 15,75 2,7801 1,75 -4,433 7,933 0,7221
Dominante T/T 27 14 1,1272 0
C/T-C/C | 17 13,71 1,424 -0,2941 -3,852 3,263 0,8721
Recessivo T/T-C/T | 40 13,7 0,9256 0
C/C 4 15,75 2,7801 2,05 -3,946 8,046 0,5064
Superdominante | T/T-C/C | 31 14,23 1,0346 0
C/T 13 13,08 1,6736 -1,1489 | -4,931 2,633 0,5548
log-Aditivo 0,1,2 0,2311 -2,406 2,869 0,8645

TABELA 37. Genotipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e raciocinio e resolucio de
problemas medida pelo Teste da Torre de Londres em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 40 13,97 09125 0
(rs2229579) A/G 4 16,75 1,8428 2,775 -3,03 8,5799
A/A 1 4 0 -9,975 [ -21,182 | 1,2321 | 0,14245
Dominante G/G 40 13,97 09125 0
A/G-A/A| 5 14,2 2,9223 0,225 -5,21 5,6604 | 0,93571
Recessivo G/G-A/G| 44 14,23 0,8502 0
A/A 1 4 0 -10,227 | -21,406 | 0,9515 | 0,07999
Superdominante | G/G-A/A | 41 13,73 0,9226 0
A/G 4 16,75 1,8428 3,018 -2,916 8,953 | 0,32443
log-Aditivo 0,1,2 -1,25 -5,504 | 3,0044 | 0,56771
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FIGURA 6. Raciocinio e Resolu¢ao de Problemas em func¢io do genotipo do rs12720071 (T > C)
do CNR1 em pacientes e controles:

Gendtipo (pacientes): p = 0,03
Gendtipo (controles): p = 0,72
Grupo: p < 0,01
Gendtipo*Grupo: p = 0,06
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TABELA 38. Genotipo do polimorfismo rs1049353 (C > T) do CNR1 e desempenho cognitivo
global medido pelo escore composto da BACS em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrao | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante C/C 49 -1,417 0,132 0
(rs1049353) C/T 18 -1,44| 0,1631] -0,022857 | -0,5065 0,4607
T/T 2 -1,94 1,37 ] -0,522857 | -1,7886 0,7429 | 0,7217
Dominante C/C 49 -1,417 0,132 0
C/T-T/T 20 -1,49| 0,1803| -0,072857 | -0,5369 0,3912] 0,7593
Recessivo C/C-C/T 67 -1,423 0,1054 0
T/T 2 -1,94 1,37] -0,516716 | -1,7664 0,733 0,4206
Superdominante | C/C-T/T 51 -1,438 0,1332 0
C/T 18 -1,44| 0,1631] -0,002353 | -0,4822 0,4775] 0,9924
log-Aditivo 0,1,2 -0,107359| -0,5082 0,2935] 0,6013

TABELA 39. Gendtipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e desempenho cognitivo
global medido pelo escore composto da BACS em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 1C95% P
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 17 -1,563 0,2251 0
(rs12720071) C/T 48 -1,28 0,112 0,2825| -0,17177 0,7368
C/C 4 -2,803 | 0,4524 -1,2396 | -2,13407| -0,3451| 0,00244%**
Dominante T/T 17 -1,563 0,2251 0
C/T-C/C 52 -1,397| 0,1217 0,1654| -0,3219 0,6528 0,5081
Recessivo T/T-C/T 65 -1,354| 0,1017 0
C/C 4 -2,803 | 0,4524 -1,4482 | -2,28041 -0,616| 0,0011**
Superdominante | T/T-C/C 21 -1,799 | 0,2247 0
C/T 48 -1,28 0,112 0,5186| 0,07791 0,9594 | 0,02419*
log-Aditivo 0,1,2 -0,1799| -0,58395 0,2241 0,38594

*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

TABELA 40. Genotipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e desempenho cognitivo
global medido pelo escore composto da BACS em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrido | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 52 -1,353 ] 0,1138 0
(rs2229579) A/G 9 -1,856 | 0,3344 -0,5031| -1,126| 0,11994
A/A 7 -1,661 | 0,4364 -0,3089 | -1,0037 0,3858 | 0,23622
Dominante G/G 52 -1,353 0,1138 0
A/G-A/A 16 -1,771]  0,2598 -0,4181| -0,9084 | 0,07217| 0,09937
Recessivo G/G-A/G 61 -1,427 0,1101 0
A/A 7 -1,661 | 0,4364 -0,2347| -0,9311| 0,46172| 0,51121
Superdominante | G/G-A/A 59 -1,389 0,112 0
A/G 9 -1,856| 0,3344 -0,4664 | -1,0828 | 0,14999 | 0,14282
log-Aditivo 0,1,2 -0,2255] -0,5448 | 0,09379| 0,17094
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TABELA 41. Genotipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e desempenho cognitivo
global medida pelo escore composto da BACS em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 27 | -0,1541 | 0,1631 0
(rs12720071) C/T 13 | -0,2646 | 02312 | -0,11054 | -0,6588 | 0,4377
C/C 4 -0,3425 | 0,3086 | -0,18843 | -1,0585 | 0,6816 0,87
Dominante T/T 27 | -0,1541 | 0,1631 0
C/T-C/C | 17 | -0,2829 | 0,1869 | -0,12887 | -0,6258 | 0,3681 0,6139
Recessivo T/T-C/T | 40 -0,19 0,1318 0
C/C 4 -0,3425 | 0,3086 -0,1525 |-0,9955 | 0,6905 | 0,7247
Superdominante | T/T-C/C | 31 | -0,1784 | 0,1464 0
C/T 13 | -0,2646 | 0,2312 | -0,08623 | -0,6176 | 0,4451 0,752
log-Aditivo 0,1,2 -0,10006 | -0,4684 | 0,2683 | 0,5972

TABELA 42. Genotipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e desempenho cognitivo
global medida pelo escore composto da BACS em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 1C95% p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 40 | -0,1875 | 0,1268 0
(rs2229579) A/G 4 -0,1725 | 0,4646 0,015 -0,8191 | 0,8491
A/A 1 -1,02 0 -0,8325 | -2,4428 | 0,7778 | 0,6002
Dominante G/G 40 | -0,1875 | 0,1268 0
A/G-A/A| 5 -0,342 | 0,3978 -0,1545 |-0,9078 | 0,5988 | 0,6897
Recessivo G/G-A/G| 44 | -0,1861 | 0,1209 0
A/A 1 -1,02 0 -0,8339 | -2,4236 | 0,7558 | 0,3097
Superdominante | G/G-A/A | 41 | -0,2078 | 0,1253 0
A/G 4 -0,1725 | 0,4646 0,0353 | -0,7981 | 0,8687 | 0,9342
log-Aditivo 0,1,2 -0,2086 | -0,7983 | 0,3811 | 0,4918
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FIGURA 7. Desempenho cognitivo global (escore z) em fun¢ao do gendtipo do rs12720071 (T >
C) do CNRI1 em pacientes e controles:

Genédtipo (pacientes): p <0,01
Genétipo (controles): p = 0,87
Grupo: p < 0,01
Genétipo*Grupo: p = 0,07
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5. DISCUSSAO

O objetivo do nosso estudo foi testar a hipotese de que variagdes genéticas dos receptores
endocanabinoides estariam associados com os déficits cognitivos em pacientes com esquizofrenia e
também poderiam contribuir com o risco para a doenca. Nossa amostra tinha aproximadamente 40
anos e foi composta por sua maioria por individuos do sexo masculino. Os pacientes tiveram em média
3 anos a menos de estudo do que os controles e desempenho cognitivo global de aproximadamente 1,5
DP abaixo da média (p<0,01). Controlamos esta diferenca educacional comparando o desempenho
cognitivo do subgrupo de pacientes com nivel educacional mais alto (10 anos ou mais, n=22) com 0
dos controles, e, mesmo assim, o desempenho dos pacientes foi significativamente inferior (escore z:
-0,82x-0,2, p=0,002). Além disso, como nossa amostra de pacientes foi composta somente por sujeitos
estabilizados do ponto de vista dos sintomas psicoticos, os possiveis efeitos dos sintomas positivos

sobre o desempenho cognitivo (Addington, Addington, & Maticka-Tyndale, 1991) foram controlados.

Estes resultados sdo condizentes com a literatura sobre déficits cognitivos em pacientes com
esquizofrenia, que mostram que o déficit cognitivo médio associado a doenga ¢ de aproximadamente
1 a 2 DP abaixo dos sujeitos saudaveis (Dickinson et al., 2007; Kahn & Keefe, 2013). Com relacao
aos dominios individuais, as fungdes cognitivas mais comprometidas foram atencdo, velocidade
motora e funcdo cognitiva global. Metanalises apontam para um padrao generalizado de déficits nos
pacientes, com os maiores tamanhos de efeito encontrados nos dominios de memoria episodica,
atengdo e processamento de informagdo (Fioravanti et al., 2005; Heinrichs & Zakzanis, 1998;

Mesholam-Gately et al., 2009).

Encontramos associagdo entre o polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNRI e o risco para o
desenvolvimento da doenca. Além dos pacientes apresentarem maior propor¢do do alelo C, os
portadores do alelo C (T/C ou C/C) tiveram mais chance (3,86 vezes no modelo dominante e 1,73
vezes no modelo aditivo) de ter esquizofrenia do que os individuos T/T (p<0,001, significativo mesmo
apos correcdo para multiplos testes). Para o SNP rs2229579 (G > A) do CNR2, apesar de nao ter havido
associacao dos gendtipos com a doenga, o alelo A foi nominalmente correlacionado com o risco para

a esquizofrenia (p=0,024, ndo significativo apos corre¢do para multiplos testes).

Com relagdo ao desempenho cognitivo, encontramos associacdo consistente dos genotipos do
polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 com o desempenho cognitivo dos pacientes em diversos
dominios cognitivos. Pacientes C/C apresentaram desempenho significativamente pior na velocidade

motora (p<0,003, significativo apds corre¢do para multiplos testes), fluéncia verbal (p<0,003,
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significativo apds corre¢do para multiplos testes), atencao/velocidade de processamento (p=0,009, nao
significativo apds correcdo para multiplos testes) e raciocinio e resolucao de problemas (p=0,007, nao
significativo ap0s correcdo para multiplos testes) em relagdo aos portadores do alelo T. Com relagdo a
memoria de trabalho, de forma paradoxal, individuos C/C, mas também os T/T, apresentaram pior
desempenho (p<0,003, significativo apos correcdo para multiplos testes), enquanto que os portadores
do alelo C foram melhor na tarefa cognitiva (p<0,003, significativo ap6s corre¢do para multiplos
testes). Apesar disso, a associacdo significativa com o desempenho cognitivo global, favorece as
primeiras associacdes, pois individuos homozigotos para o alelo variante (C/C) apresentaram
desempenho cognitivo geral muito inferior aos portadores do alelo T (p<0,003, significativo apds
corre¢do para multiplos testes). Nenhum outro polimorfismo se associou com o desempenho cognitivo

dos pacientes ou dos controles. Os resultados estdo resumidos na TABELA 43.

TABELA 43. Resumo dos resultados das associacoes entre polimorfismos dos receptores
endocanabindides e os sujeitos do estudo:

Parametros avaliados Sz Ct

SNPs | rs1049353 | rs12720071 | rs2229579 | rs12720071 | rs2229579
Risco de Sz - o NS o NS
Risco de DC NS NS NS - -
Memoria verbal * NS NS NS NS
Memoria de trabalho NS o * NS NS
Velocidade motora NS o NS NS NS
Fluéncia verbal semantica NS o NS NS NS
Fluéncia verbal categorial (letra F) NS * NS NS NS
Fluéncia verbal categorial (letra S) NS * NS NS NS
Fluéncia verbal total NS o NS NS NS
Atencao e velocidade de processamento NS * NS NS NS
Raciocinio e resolucdo de problemas NS * NS NS NS
Escore composto (z) NS Hk NS NS NS
ABREVIACOES: Sz: esquizofrenia; Ct: controles; SNPs: single nucleotide polymorphisms; DC: déficit cognitivo.
*p<0,05; **p<0,003 (significativo apds correcdo para multiplos testes pelo método de Bonferroni); NS; ndo
significativo.

Como ja ressaltamos, os estudos de associacdo genética que avaliaram variagdes dos genes dos
receptores endocanabindides na esquizofrenia encontraram resultados contraditorios. Dos estudos que
avaliaram o CNR1, cinco encontraram associagdo positiva (Ballon et al., 2006; Chavarria-Siles et al.,
2008a; Martinez-Gras et al., 2006; H Ujike et al., 2002) e 12 estudos foram negativos (Bae et al., 2014;
Copoglu et al., 2015; Costa et al., 2013; Hamdani et al., 2008; Krebs, M.O., Leroy, S., Duaux, E.,
Bourdel, M.C., Griffon, N., Laqueille, X., Dervaux, A., Gorwood, P., Olie, J.P., Loo, H., Poirier, 2002;
Leroy et al., 2001; Monteleone et al., 2010; Tsai et al., 2000; H Ujike et al., 2002; Zammit et al., 2007).
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Oito estudos avaliaram o polimorfismo rs1049353 do CNR1, com uma associacao positiva (Costa et
al., 2013) e 7 negativas (Copoglu et al., 2015; Hamdani et al., 2008; Leroy et al., 2001; Monteleone et
al., 2010; Seifert et al., 2007; H Ujike et al., 2002; Zammit et al., 2007), o que foi condizente com a
auséncia de associacdo com a doencga que detectamos em nossa amostra. A associa¢io do polimorfismo
rs12720071 do CNR1 com a esquizofrenia foi testada por somente 1 estudo. Costa e colaboradores
investigaram 12 tag SNPs do CNR1 (dentre eles o rs12720071) em um estudo de gene candidato com
170 pacientes e 350 controles e ndo encontraram associa¢do deste polimorfismo com o risco para a

sindrome (OR [IC95%]: 1,28 [0,87-1,87]) (Costa et al., 2013), o que contraria nossos achados.

Apesar da regido cromossdmica que contém o CNR1 (6q14-q15) ter sido sugerida como um locus de
susceptibilidade para a esquizofrenia em estudos de /inkage (Cao et al., 1997), os modernos estudos
GWAS também ndo encontraram associacao de polimorfismos deste gene com o transtorno (Ripke et

al., 2014).

Trés estudos avaliaram associagdo do CNR2 com a esquizofrenia (Bae et al., 2014; Ishiguro et al.,
2010; Tong et al., 2013). Dois estudos avaliaram a associagao do 1s2229579 (G > A) do CNR2 com a
sindrome. Tong e colaboradores investigaram a associacao em 316 pacientes e 334 controles Chineses
e encontraram que o alelo variante A se correlacionou positivamente com o risco para o transtorno
(OR [IC95%]: 1,33 [1,02-1,74], p=0,03) (Tong et al., 2013), achado que foi confirmado em nossa
amostra. Por outro lado, Ishiguro e colegas encontraram maior frequéncia do alelo G em uma amostra
de 1152 pacientes e 1194 controles japoneses. Este achado foi replicado em uma segunda amostra de
768 pacientes e 726 controles de uma regido diferente do Japdo. Para a amostra combinada, a
frequéncia do alelo G também foi maior nos pacientes (OR [IC95%}: 1,19 [1,09-1,31], p=0,001)
(Ishiguro et al., 2010).

A dificuldade de replicagdo dos resultados de associagdo genética ¢ um problema ja amplamente
relatado (Ioannidis, 2005). Diversas limitacdes metodoldgicas foram aventadas para explicar os
resultados inconsistentes, tais como: viés de selecao (a populagao sob risco consiste em extratos que
variam quanto a frequéncia alélica com relacdo ao /locus de interesse, ou a populagdo ¢ miscigenada e
a probabilidade de ser selecionado como um caso ou um controle varia com relagdo ao extrato); erros
de classificacdo da exposicdo (problemas com a genotipagem); estratificagdo populacional
(subpopulagdes diferem quanto a frequéncia alélica e risco para o desfecho); tamanhos amostrais
inadequados (poder do estudo inadequado para identificar associagdo com tamanhos de efeito
pequenos); multiplos testes e viés de publicacdo (multiplos loci sdo avaliados em cada estudo, muitos

testes estatisticos sdo realizados e multiplos estudos sdo feitos, mas somente os resultados positivos

78



sdo reportados). Apesar disso, pode existir variagdo verdadeira na populacao entre o genétipo de
interesse e o desfecho estudado, o que pode ser explicado pelo fato de que os alelos de risco verdadeiro
podem estar em desequilibrio de ligagcao com alelos diferentes em diferentes populagdes ou porque
existe heterogeneidade alélica entre grupos étnicos (Colhoun, McKeigue, & Davey Smith, 2003).
Metanalises de estudos genéticos de associagao fornecem uma abordagem quantitativa mais efetiva
para combinar os resultados de varios estudos que avaliam a mesma variacao e estimar e explicar a

sua diversidade (Ioannidis, Ntzani, Trikalinos, & Contopoulos-loannidis, 2001).

Somente um estudo avaliou a possivel influéncia da variagao rs12720071 (T > C) do CNRI1 sobre o
desempenho cognitivo em pacientes com esquizofrenia. Ho e colaboradores avaliaram a interacao do
polimorfismo e do uso de maconha sobre o volume cerebral e as fun¢des neurocognitivas em uma
amostra de 235 pacientes com a doenga (Ho et al., 2011). Os resultados foram muito interessantes e
condizentes com os nossos achados. Os pacientes portadores do alelo C apresentaram pior desempenho
em testes que avaliavam atencao e velocidade de processamento da informagao (p=0,02) e raciocinio
de resolucao de problemas (p=0,01). Para este ultimo dominio, foi identificado um afeito aditivo do
uso de maconha (p=0,04), ou seja, os pacientes portadores do alelo variante e que faziam uso pesado
de maconha apresentaram desempenho ainda pior. O gendtipo nao teve influéncia sobre os outros
dominios cognitivos avaliados (memoria verbal, linguagem, habilidades visuoespaciais e habilidades
motoras). De forma coerente, pacientes portadores do alelo C também apresentaram menor volume de
substancia branca frontal, temporal e total, e houve afeito aditivo do uso de cannabis em relagdo aos

menores niveis da substancia branca parietal.

Apontando na mesma dire¢do, encontramos associacdo entre este polimorfismo e 5 dominios
cognitivos em nossa amostra. Pacientes C/C, apresentaram pior desempenho nas tarefas de velocidade
motora, fluéncia verbal, memoria de trabalho (significativa mesmo apds correcdo para multiplos
testes), atencao/velocidade de processamento e raciocinio/resolucdo de problemas (nominalmente
significativo). Estes dados confirmam a literatura com relacdo aos dominios de atengdo/velocidade de
processamento, raciocinio/resolu¢do de problemas (efeito negativo do gendtipo) e memoria verbal
(sem efeito do gendtipo), mas sdo contrarios a auséncia de efeito sobre a linguagem e habilidades

motoras descrito por Ho e colaboradores.

O CBIR ¢ o principal receptor endocanabindide do SNC e tem importante fungao na modulacao de
outros sistemas de neurotransmissores através dos mecanismos de plasticidade sinaptica de curto e
longo prazo. Os processos de plasticidade sinaptica de curto prazo sdo importantes para a coordenacao

do fluxo de informagdes em redes neurais, enquanto as de longo prazo tem papel importante na
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consolidagdo e remodelamento das sinapses. De forma geral, o SEc, via CB1R, otimiza a comunicagao
sindptica através da eliminagdo do fluxo de informagdo em sinapses especificas, garantindo assim um
ajuste fino do processamento de informacao em circuitos neurais (Fernando Rodriguez de Fonseca et

al., 2005), o que o torna central para o funcionamento das habilidades cognitivas normais.

O gene que codifica o CBIR (gene CNR1) localiza-se no cromossomo 6 (6ql4-ql15) e foram
identificados 3.732 SNPs em sua estrutura (Center for Biotechnology Information (US), 2014). Um
polimorfismo pode ser funcional e exercer seus efeitos na susceptibilidade para as doencas em trés
situagoes (Ho et al., 2011). Primeiro, se a substitui¢do de um aminoacido mudar a estrutura da proteina
(Sunyaev, Ramensky, & Bork, 2000). Segundo, alterando a expressdo, estabilidade ou localizagao do
RNAm através da regulacdo da transcri¢do (alterando sitios de ligacdo de fatores de transcri¢do
(Prokunina et al., 2002)) ou via splicing alternativo (Cartegni, Chew, & Krainer, 2002). Por fim, se a
variante estiver em desequilibrio de ligagdo com outro SNP funcional (Slatkin, 2008). O polimorfismo
rs12720071 (T > C) ¢ uma substitui¢do de uma timina por uma citosina na regiao UTR-3’ (untranslated
region), uma regido nao traduzida, mas que pode ter fungdes importantes na regulacdo da expressao
génica (Barrett, Fletcher, & Wilton, 2012). Nenhum estudo até o momento examinou como este SNP
poderia mediar a expressao ou fungdo do CNR1, mas ha evidéncias de que a regido genOmica que
cerca este polimorfismo poderia ser um local de ligagdo de um fator de transcricdo (Heinemeyer et al.,
1998), o “CCAAT/enhancer-binding protein beta” (C/EBP beta) (Akira et al., 1990). Este fator de
transcricdo pode regular a expressdo génica e ja foi associado com a neurogénese embrionaria,
neuroplasticidade no adulto, processos de aprendizado ¢ memoria, além de regeneragdo neuronal
(Ménard et al., 2002; Pulido-Salgado, Vidal-Taboada, & Saura, 2015). Assim, como sugerido por Ho
e colaboradores, a substituigdo do nucleotideo induzido pela mutacdo poderia potencialmente
modificar o sitio de ligagdo do fator de transcri¢do e, assim, alterar a expressao do CB1R (Ho et al.,

2011).

Diversas linhas de evidéncia encontraram associacao entre alteragcdes do SEc e prejuizos na memoria
de trabalho. Bossong e colaboradores encontraram evidéncias de alteragdo do funcionamento da
memoria de trabalho induzido pelo agonista CBIR delta-9-tetrahidrocabinol, THC, em controles
saudaveis (Bossong et al., 2012). O THC ¢ capaz de induzir diversos sintomas semelhantes aos da
esquizofrenia (Sewell, Skosnik, Garcia-Sosa, Ranganathan, & D’Souza, 2010), dentre eles os prejuizos
cognitivos (Solowij & Michie, 2007). Condizente com este fato, pesquisadores encontraram maiores
alteracdes de estruturas cerebrais relacionadas a memoria de trabalho em pacientes com esquizofrenia
e controles que eram usudarios de cannabis comparados aos ndo usuarios, o que pode sugerir que o0 uso

abusivo da substancia poderia potencializar o processo patologico subjacente associado a esquizofrenia
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(Smith et al., 2014). Além disso, Bioque e colaboradores também encontraram associagdo entre
expressao proteica de componentes do SEc e a memoria de trabalho em pacientes com esquizofrenia
em primeiro surto psicotico (Bioque et al., 2016). Ademais, estudos em modelo animal sugerem a
participa¢do do SEc no funcionamento do CPF (Egerton, Allison, Brett, & Pratt, 2006), regido cerebral
central para este dominio cognitivo (Eriksson, Vogel, Lansner, Bergstrom, & Nyberg, 2015). Skosnik,
Ranganathan e D’Souza propde que, em condi¢des normais, o SEc, via CB1R, modula a liberagao
GABA¢érgica de interneurdnios no CPF por meio da plasticidade sindptica de curto prazo
(depolarization-induced suppression of inhibition, DSI), processo que ¢ perturbado pelo agonismo
excessivo e generalizado ocasionado pelos canabindides exdgenos, tais como o THC, que levariam a
hiperativagdo disfuncional dos receptores tipo 1, alteracao da DSI e perda da modulagao do disparo
dos neurdnios piramidais glutamatérgicos, com consequente alteracdo na liberagdo de dopamina no
CPFdl e prejuizos da memoria de trabalho (Skosnik, Ranganathan, & D’Souza, 2012). Além disso,
estudo demonstrou menores niveis de RNAm do CB1R no CPFdI de pacientes com esquizofrenia
(Eggan et al., 2008). Por fim, Volk e Lewis ressaltam que outras linhas de evidéncia mostram que os
pacientes com esquizofrenia ja apresentam alteragdes adicionais na regulacdo da neurotransmissao
GABA¢érgica sobre as células piramidais no CPFdl (David W. Volk & Lewis, 2016), tais como
alteracdes nas espinhas dendriticas das c€lulas piramidais (Kolluri, Sun, Sampson, & Lewis, 2005) e
redugdes dos niveis de RNAm da enzima GADG67, responsavel pela sintese do GABA nos

interneurdnios inibitorios (Straub et al., 2007; D W Volk, Austin, Pierri, Sampson, & Lewis, 2000).

Assim, a variacdo rs12720071 poderia alterar a modulagdo da transcri¢ao génica do CNRI1, o que
poderia levar a menores niveis de CB1R, com consequente perda da fungdo modulatéria do SEc sobre
o neurotransmissao gabaérgica e glutamatérgica no CPF, interferindo ainda mais com os mecanismos
de regulacgdo sinaptica ja alterada das células piramidais e GABAérgicas, o que poderia resultar na
disfun¢do da memoria de trabalho apresentada pelo subgrupo de pacientes homozigotos para o alelo

variante deste polimorfismo.

Por outro lado, as alteragdes de velocidade motora e fluéncia verbal e sua relagdo com o SEc podem
ser melhor compreendida de outra forma. Em um estudo que buscou identificar as dimensdes
cognitivas mais afetadas na esquizofrenia reunindo trabalhos que utilizaram andlise fatorial, a
velocidade motora (medida pela tarefa motora com fichas) e a fluéncia verbal foram agrupadas no
dominio cognitivo da velocidade de processamento de informagao (Nuechterlein et al., 2004, p. 33).
Esta habilidade cognitiva individual, medida pela rapidez que um individuo executa tarefas cognitivas
(Magistro et al., 2015), ¢ vista como como uma medida geral dos mecanismos cognitivos que sao

amplamente utilizados para dar suporte a execucdo fluente de processos perceptivos, cognitivos e
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motores (Lezak, 2012). Alteragdes volumétricas no lobo pré-frontal e temporal foram relacionados
com alteracdes de fluéncia verbal em pacientes com esquizofrenia, mas distirbios funcionais e padrdes
alterados de conectividade cerebral também podem ser fatores relacionados ao pior desempenho neste
dominio (Zaytseva et al., 2018). Sabe-se que a velocidade de processamento de informa¢ao depende
em larga escala das propriedades da substancia branca cerebral (Borghesani et al., 2013; Jacobs et al.,
2013) e o volume e integridade da substancia branca esta globalmente relacionado a este dominio
(Magistro et al., 2015). Existem evidéncias de que os endocanabinoides, via CB1R, CB2R ou ambos
poderiam regular a mieliniza¢ao no cérebro em desenvolvimento (Arévalo-Martin et al., 2007) e no
cérebro adulto (Kittler et al., 2000; Scotter, Abood, & Glass, 2010). Os endocanabindides podem
estimular a produ¢do de mielina modulando a sobrevivéncia (Molina-Holgado et al., 2002), migracao
e diferenciag@o de células progenitoras em oligodendrocitos (Arévalo-Martin et al., 2007). Além disso,
o SEc tem papel central na maturagdo de circuitos cortico-limbicos, dando suporte para processos
fundamentais, tais como o equilibrio entre a neurotransmissao inibitdria e excitatoria (Meyer, Lee, &
Gee, 2018). A ativacdo de CBIR em neuronios glutamatérgicos modula a neurotransmissao
gabaérgica, que ¢é critica para o remodelamento desenvolvimental de circuitos inibitorios durante a
adolescéncia (Fortin & Levine, 2007; Tseng, Chambers, & Lipska, 2009). De fato, no estudo de Ho e
colaboradores, pacientes portadores do alelo variante (alelo C) do rs12720071 (T > C) do CNRI

apresentaram menor volume da substancia branca cerebral total, frontal e temporal (Ho et al., 2011).

Portanto, pode-se supor que o polimorfismo rs12720071 também poderia alterar a modulagdo da
transcricdo génica do CNR1 em periodos neurodesenvolvimentais chave, tais como o desenvolvimento
pré-natal e/ou durante a adolescéncia. Receptores CB1 alterados poderiam perder sua capacidade de
modular os mecanismos envolvidos na diferenciagdo dos oligodendrocitos e mielinizacdo fisiologica
do SNC, o que poderia se associar a alteracdes funcionais e de conectividade de substancia branca e

contribuir para os déficits de processamento de informacao vistas nos pacientes.

O nosso estudo apresenta algumas limitagdes, que devem ser consideradas para a avaliagdo equilibrada
dos nossos resultados. Primeiro, o pequeno tamanho da nossa amostra deve ser considerado,
principalmente quando dividimos a amostra em subgrupos cognitivos ou com relagdo aos genotipos
com menor frequéncia. Segundo, a populacao brasileira apresenta uma alta propor¢ao de miscigenagao
(Giolo et al., 2012) e este fato pode trazer problemas de estratificagdo populacional (Gomes et al.,
2017). Por fim, temos a limitagdo inerente a todos os estudos genéticos, pois a influéncia dos fatores
ambientais, que podem ser tdo importantes quanto e interagir com os fatores genéticos para influenciar
a patogénese das doencas multifatoriais, ndo sdo totalmente considerados ou controlados (Traynor &

Singleton, 2010).
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Apesar destas limitagdes, nosso estudo traz algumas contribuigdes para o melhor entendimento da
patogénese dos déficits cognitivos na esquizofrenia. Somente um estudo até o momento havia avaliado
o efeito de polimorfismos do CNRI1 sobre a capacidade cognitiva de pacientes com esquizofrenia e
nosso trabalho foi o primeiro que comparou o desempenho dos pacientes com controles saudaveis e o
efeito das variagdes nos dois grupos. Além disso, obtivemos resultados de associagao entre variagdes
do CNRI e alteragdes cognitivas que foram consistentes e significativas mesmo apds correcao para
multiplos testes utilizando o método de Bonferroni, sabidamente mais rigoroso para controlar falsos-
positivos (erro do tipo I). Por fim, visando minimizar o problema que a heterogeneidade fenotipica da
esquizofrenia traz para a elucidagdo de suas bases genéticas, optamos por focar no estudo do dominio
cognitivo, ja bem caracterizado como um endofendtipo da doenca, teoricamente mais proximo do
substrato neural e com arquitetura genética menos complexa do que o fenétipo completo. Incorporar
os endofenotipos aos estudos genéticos da esquizofrenia pode fornecer maior esclarecimento sobre as

bases genéticas e os mecanismos biologicos da doenca (Ren, Li, Li, & Wang, 2017).

Portanto, considerando seu carater preliminar e o fato de que devem ser interpretados com cautela,
nossos resultados podem contribuir para a compreensdo dos determinantes genéticos dos déficits
cognitivos da esquizofrenia e, assim, estimular novos estudos que visem sua replicagdo e ampliacao

do nosso conhecimento sobre esta condi¢ao.
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6. CONCLUSAO

Apesar de limitados por questdes metodoldgicas, nossos dados ddo suporte a hipdtese geral de que
variagdes do CNR1 podem estar associados a fisiopatologia dos déficits cognitivos da esquizofrenia.
Em particular, a consistente associacao do genodtipo C/C do polimorfismo rs12720071 (T > C) do
CNRI1 com o pior desempenho cognitivo nos pacientes (e a auséncia de associagdo nos controles),
sugere que esta variagdo pode estar envolvida na patogénese de seus déficits cognitivos, especialmente
memoria de trabalho e velocidade de processamento de informacdo. Ja as associacdes dos
polimorfismos rs12720071 (T > C) do CNR1 (portadores do alelo C tiveram maior risco) e rs2229579
(G > A) do CNR2 (maior proporcao do alelo A nos pacientes) com o risco para a sindrome devem ser
interpretadas com cautela, dadas as imperfei¢cdes dos estudos de associagdo no geral e as limitagdes do
nosso estudo em particular. Apesar disso, nossos resultados sao relevantes e podem estimular novas
pesquisas, necessarias para replicar estes achados e contribuir para a dificil tarefa de desvendar a
arquitetura genética deste transtorno tdo grave e que traz sofrimento a um numero tdo grande de
pessoas. Acreditamos firmemente que este caminho vale a pena ser seguido, pois em ultima instancia,
o entendimento do complexo papel dos genes na patogénese da esquizofrenia podera contribuir para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais efetivas e capazes de aliviar o sofrimento dos

pacientes.
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8. ANEXOS

8.1. Tabelas suplementares

TABELA S1. Comparacio das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs1049353 (C
>T) do CNRI1 de pacientes com (DC+) e sem (DC-) déficits cognitivos significativos:

Modelo

Gene Genético DC-| % |DC+| % OR 95%IC p-value
Inferior | Superior

CNR1 Codominante C/C 16| 69,6 33| 71,7 1 0,8843
(rs1049353) C/T 6| 26,1 12| 26,1| 0,97 0,31 3,05
T/T 1 4,3 1 22| 048 0,03 8,26

Dominante C/C 16| 69,6 33| 71,7 1 0,8515
C/T-T/T 7| 304 13| 283 0,9 0,3 2,69

Recessivo C/C-C/T 22| 95,7 45| 97,8 1 0,622
T/T 1 4,3 1 22| 049 0,03 8,19

Superdominante | C/C-T/T 17| 73,9 34| 73,9 1 1
C/T 6| 26,1 12| 26,1 1 0,32 3,13

log-Aditivo 0,1,2 23| 333 46| 66,7| 0,86 0,33 2,19 0,7469

TABELA S2. Comparacio das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs12720071
(T > C) do CNRI1 de pacientes com (DC+) e sem (DC-) déficits cognitivos significativos:

Modelo
Gene Genético DC-| % |[DC+| % OR 95%IC p-value
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 6| 26,1 11| 239 1 0,4571
(rs12720071) C/T 17| 73,9 31| 67.4| 099 0,31 3,16
C/C 0 0 4 8,7 0
Dominante T/T 6| 26,1 11| 239 1 0,8439
C/T-C/C 17| 73,9 35| 76,1 1,12 0,36 3,55
Recessivo T/T-C/T 23| 100 421 91,3 1| 02932 88,5
C/C 0 0 4 8,7 0
Superdominante | T/T-C/C 6| 26,1 15| 32,6 1 0,576
C/T 17| 73,9 31| 67,4 0,73 0,24 2,23
log-Aditivo 0,1,2 23| 3373 46| 66,7 1,5 0,57 3,96| 04571
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TABELA S3. Comparacio das frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo rs2229579
(G > A) do CNR2 de pacientes com (DC+) e sem (DC-) déficits cognitivos significativos:

Modelo
Gene Genético DC- % | DC+| % OR 95%IC p-value
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 18| 81,8 34| 739 1 0,2607
(rs2229579) A/G 4,5 8| 17,4 424 0,49 36,57
A/A 3| 13,6 4 8,7 0,71 0,14 3,5
Dominante G/G 18| 81,8 34| 739 1 0,4649
A/G-A/A 4| 182 12| 26,1 1,59 0,45 5,64
Recessivo G/G-A/G 19| 86,4 421 913 1 0,5388
A/A 3| 13,6 4 8,7 0,6 0,12 2,96
Superdominante | G/G-A/A 21| 955 38| 82,6 1 0,1131
A/G 1 4,5 8| 17,4 442 0,52 37,8
log-Aditivo 0,1,2 22| 324 46| 67,6| 1,07 0,49 2,36 0,8609
TABELA S4. Genotipo do polimorfismo rs1049353 (C > T) do CNR1 e memoria verbal medida
pelo Teste da Lista de Palavras em pacientes com esquizofrenia:
Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante C/C 49 27,14 1,483 0
(rs1049353) C/T 18 25,94 1,438 -1,198 -6,315 3,918
T/T 2 11,5 7,5 -15,643 | -29,035 -2,25 0,07847
Dominante C/C 49 27,14 1,483 0
C/T-T/T | 20 24,5 1,718 -2,643 -7,685 2,399 | 0,30793
Recessivo C/C-C/T | 67 26,82 1,148 0
T/T 2 11,5 7,5 -15,321 | -28,564 | -2,078 |0,02659*
Superdominante | C/C-T/T | 51 26,53 1,503 0
C/T 18 25,94 1,438 -0,585 -5,833 4,663 0,82774
log-Aditivo 0,1,2 -3,544 -7,857 0,768 0,1119
*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

TABELA S5. Genétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e memdria verbal medida
pelo Teste da Lista de Palavras em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 17 25,12 2,803 0
(rs12720071) C/T 48 27,5 1,265 2,3824| -2911 7,676
C/C 4 18,25 4,956 -6,8676 | -17,291 3,556 | 0,1547
Dominante T/T 17 25,12 2,803 0
C/T-C/C 52 26,79 1,262 1,6708 | -3,664 7,006 | 0,54143
Recessivo T/T-C/T 65 26,88 1,183 0
C/C 4 18,25 4,956 -8,6269 | -18,274 1,02 | 0,08421
Superdominante | T/T-C/C 21 23,81 2,481 0
C/T 48 27,5 1,265 3,6905| -1,241 8,622 | 0,14715
log-Aditivo 0,1,2 -0,5984 | -5,042 3,845 | 0,79264
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TABELA S6. Genotipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e meméria verbal medida
pelo Teste da Lista de Palavras em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 52 26,9 1,288 0
(rs2229579) A/G 9 24 2,92 -2,904| -9,829 4,021
A/A 7 24,29 5,375 -2,618| -10,341 5,105 0,6119
Dominante G/G 52 26,9 1,288 0
A/G-A/A 16 24,12 2,76 -2,779| -8,221 2,663 | 0,3206
Recessivo G/G-A/G 61 26,48 1,178 0
A/A 7 24,29 5,375 -2,19| -9.826 5,446 0,576
Superdominante | G/G-A/A 59 26,59 1,285 0
A/G 9 24 2,92 -2,593 | -9,428 4,242 | 0,4598
log-Aditivo 0,1,2 -1,634 -5,16 1,892 0,367

TABELA S7. Genétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e memdria verbal medida
pelo Teste da Lista de Palavras em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior

CNR1 Codominante T/T 27 37,15 1,887 0 0,4268
(rs12720071) C/T 13 38,54 2,908 1,3903 -5,027 7,808
C/C 4 31,25 1,797 -5,8981 | -16,083 | 4,287

Dominante T/T 27 37,15 1,887 0 09152
C/T-C/C | 17 36,82 2,364 -0,3246 -6,261 5,612

Recessivo T/T-C/T | 40 37,6 1,568 0 0,2144
C/C 4 31,25 1,797 -6,35 -16,222 | 3,522

Superdominante | T/T-C/C | 31 36,39 1,691 0 0,5072
C/T 13 38,54 2,908 2,1514 -4,152 8,455

log-Aditivo 0,1,2 -1,3952 -5,777 2,987 0,536

TABELA S8. Genotipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e meméria verbal medida
pelo Teste da Lista de Palavras em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 40 37,12 1,544 0
(rs2229579) A/G 4 37,5 3,862 0,375 -9,528 10,278
A/A 1 24 0 -13,125 | -32.245 | 5,995 0,4085
Dominante G/G 40 37,12 1,544 0
A/G-A/A| 5 34,8 4,03 -2,325 -11,342 | 6,692 0,6159
Recessivo G/G-A/G| 44 37,16 1,436 0
A/A 1 24 0 -13,1591 | -32,036 | 5,717 0,1789
Superdominante | G/G-A/A | 41 36,8 1,54 0
A/G 4 37,5 3,862 0,6951 -9,29 10,68 0,8921
log-Aditivo 0,1,2 -3,2222 | -10,262 | 3,818 0,3747
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TABELA S9. Genétipo do polimorfismo rs1049353 (C > T) do CNRI1 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Categorial (letra F) em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrao | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante C/C 49 8,551 0,5941 0
(rs1049353) C/T 18 7,722 0,87 -0,8288 | -3,056 1,399
T/T 2 7,5 5,5 -1,051| -6,881 4,779 0,7381
Dominante C/C 49 8,551 0,5941 0
C/T-T/T 20 7,7 0,8769 -0,851 -2,98 1,278 0,436
Recessivo C/C-C/T 67 8,328 0,4921 0
T/T 2 7,5 5,5 -0,8284| -6,608 4,951 0,7796
Superdominante | C/C-T/T 51 8,51 0,5917 0
C/T 18 7,722 0,87 -0,7876 | -2,989 1,414 0,4856
log-Aditivo 0,1,2 -0,7214| -2,563 1,12 0,4453

TABELA S10. Genétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Categorial (letra F) em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 17 7,824 0,8962 0
(rs12720071) C/T 48 8,938 | 0,5761 1,114| -1,02416 3,2521
C/C 4 2,75 1,25 -5,074| -9,28348 | -0,8636| 0,01032*
Dominante T/T 17 7,824 0,8962 0
C/T-C/C 52 8,462 | 0,5854 0,638 | -1,60818 2,8842| 0,57958
Recessivo T/T-C/T 65 8,646 0,4861 0
C/C 4 2,75 1,25 -5,896 | -9,80005| -1,9923| 0,00425*
Superdominante | T/T-C/C 21 6,857 0,8737 0
C/T 48 8,938 | 0,5761 2,08 0,03169 4,129 0,05064
log-Aditivo 0,1,2 -0,757| -2,61921 1,1052| 0,42839

*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

TABELA S11. Genoétipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Categorial (letra F) em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrido | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 52 8,519 0,5454 0
(rs2229579) A/G 9 6,111 1,6283 -2,4081| -5,279 0,4627
A/A 7 9] 1,4639 0,4808 | -2,721 3,6821 | 0,23411
Dominante G/G 52 8,519 0,5454 0
A/G-A/A 16 7,375 1,1434 -1,1442 | -3,435 1,1461 | 0,33107
Recessivo G/G-A/G 61 8,164 0,529 0
A/A 7 9] 1,4639 0,8361| -2,378 4,0499 | 0,61184
Superdominante | G/G-A/A 59 8,576 | 0,5072 0
A/G 9 6,111 1,6283 -2,4652| -5,291 0,3606 | 0,09199
log-Aditivo 0,1,2 -0,2994 -1,79 1,1916 | 0,69513
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TABELA S12. Genotipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Categorial (letra F) em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 27 11,7 0,8162 0
(rs12720071) C/T 13 12 1,7022 0,2963 -2,856 3,449
C/C 4 11,5 0,9574 -0,2037 -5,207 4,799 0,9761
Dominante T/T 27 11,7 0,8162 0
C/T-C/C | 17 11,88 1,3058 0,17865 | -2,679 3,036 0,9031
Recessivo T/T-C/T | 40 11,8 0,7681 0
C/C 4 11,5 0,9574 -0,3 -5,14 4,54 0,9039
Superdominante | T/T-C/C | 31 11,68 0,7175 0
C/T 13 12 1,7022 | 0,32258 | -2,726 3,371 0,8367
log-Aditivo 0,1,2 0,04072 | -2,078 2,16 0,9701

TABELA S13. Genoétipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR2 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Categorial (letra F) em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 40 11,9 0,7042 0
(rs2229579) A/G 4 10,25 3,5208 -1,65 -6,467 3,167
A/A 1 12 0 0,1 -9,199 9,399 0,7981
Dominante G/G 40 11,9 0,7042 0
A/G-A/A| 5 10,6 2,7495 -1,3 -5,612 3,012 0,5576
Recessivo G/G-A/G| 44 11,75 0,7019 0
A/A 1 12 0 0,25 -8,979 9,479 0,9579
Superdominante | G/G-A/A | 41 11,9 0,6868 0
A/G 4 10,25 3,5208 -1,6524 -6,407 3,103 0,4994
log-Aditivo 0,1,2 -0,7685 -4,162 2,625 0,6594

TABELA S14. Genétipo do polimorfismo rs1049353 (C > T) do CNR1 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Categorial (letra S) em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante C/C 49 7,551 0,5448 0
(rs1049353) C/T 18 6,833 0,6063| -0,71769 -2,68 1,245
T/T 2 7,5 5,5 -0,05102| -5,188 5,086 0,7731
Dominante C/C 49 7,551 0,5448 0
C/T-T/T 20 69| 0,6763| -0,65102| -2,527 1,225| 0,4988
Recessivo C/C-C/T 67 7,358 0,4299 0
T/T 2 7,5 5,5 0,14179| -4,949 5,233 0,9566
Superdominante | C/C-T/T 51 7,549 0,5454 0
C/T 18 6,833 0,6063| -0,71569| -2,653 1,222 0,4716
log-Aditivo 0,1,2 -0,47252| -2,097 1,152 0,5705
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TABELA S15. Genotipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNRI1 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Categorial (letra S) em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 17 6,353 0,7273 0
(rs12720071) C/T 48 8,042 | 0,5284 1,68873 | -0,2115 3,5889
C/C 4 3,5 0,6455| -2,85294| -6,5944 0,8885(0,01917*
Dominante T/T 17 6,353 0,7273 0
C/T-C/C 52 7,692 0,5178 1,33937| -0,6167 3,2954| 0,18411
Recessivo T/T-C/T 65 7,6 0,4412 0
C/C 4 3,5 0,6455 -4,1| -7,6206| -0,57940,02564*
Superdominante | T/T-C/C 21 5,81 0,6459 0
C/T 48 8,042 | 0,5284 2,23214| 0,4545 4,0098 | 0,01643*
log-Aditivo 0,1,2 0,09219| -1,5549 1,7393 | 0,91298
*p<0,05; **p<0,003 (corrigido para comparagdes multiplas)

TABELA S16. Genétipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR?2 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Categorial (letra S) em pacientes com esquizofrenia:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padriao | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 52 7,731 0,5027 0
(rs2229579) A/G 9 5,667 1,2802 -2,0641 | -4,605 0,4765
A/A 7 6,571 1,088 -1,1593 | -3,993 1,6738 0,243
Dominante G/G 52 7,731 0,5027 0
A/G-A/A 16 6,062 | 0,8439 -1,6683 | -3,669 0,3321] 0,1069
Recessivo G/G-A/G 61 7,426 | 00,4736 0
A/A 7 6,571 1,088 -0,8548 | -3,696 1,986| 0,5574
Superdominante | G/G-A/A 59 7,593 0,4613 0
A/G 9 5,667 1,2802 -1,9266 | -4,438 0,5849| 0,1375
log-Aditivo 0,1,2 -0,8822| -2,185 0,4209| 0,1891

TABELA S17. Genétipo do polimorfismo rs12720071 (T > C) do CNR1 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Categorial (letra S) em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrio | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR1 Codominante T/T 27 11,85 0,7711 0
(rs12720071) C/T 13 11,62 1,2431 -0,2365 | -2,894 | 2,4206
C/C 4 8,25 0,4787 -3,6019 | -7,819 | 0,6151 | 0,25429
Dominante T/T 27 11,85 0,7711 0
C/T-C/C | 17 10,82 1,0118 -1,0283 | -3,498 | 1,4418 | 0,41913
Recessivo T/T-C/T | 40 11,78 0,6499 0
C/C 4 8,25 0,4787 -3,525 -7,605 | 0,5547 | 0,09777
Superdominante | T/T-C/C | 31 11,39 0,7074 0
C/T 13 11,62 1,2431 0,2283 -2,428 | 2,8843 | 0,86703
log-Aditivo 0,1,2 -1,2407 | -3,048 | 0,5666 | 0,18567
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TABELA S18. Genétipo do polimorfismo rs2229579 (G > A) do CNR?2 e fluéncia verbal medida
pelo Teste de Fluéncia Verbal Categorial (letra S) em controles saudaveis:

Modelo Erro
Gene Genético n Média | Padrao | Diferenca 95%IC p
Inferior | Superior
CNR2 Codominante G/G 40 11,53 0,6445 0
(rs2229579) A/G 4 10 2,3805 -1,525 -5,769 2,719
A/A 1 10 0 -1,525 -9,718 6,668 0,7401
Dominante G/G 40 11,53 0,6445 0
A/G-A/A| 5 10 1,8439 -1,525 -5,319 2,269 0,4351
Recessivo G/G-A/G| 44 11,39 0,6188 0
A/A 1 10 0 -1,386 -9,522 6,749 0,74
Superdominante | G/G-A/A | 41 11,49 0,6297 0
A/G 4 10 2,3805 -1,488 -5,684 2,708 0,4908
log-Aditivo 0,1,2 -1,13 -4,113 1,853 0,462
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8.2. Protocolo sociodemografico e clinico (pacientes)
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Hospital de Ensino Instituto Raul Soares

Ambulatério de Esquizofrenia

Projeto Esquizofrenia e Cognigao — Pesquizo

PROTOCOLO PACIENTES

Critérios de Inclusao

Critérios de Exclusao

1) Idade: >18 e <60

2) Diagnéstico de Esquizofrenia ou Transtornos correlatos (F20-
F29)

3) Estabilidade clinica (PANSS+ <19 e com todos os itens <4)

-y

Uso recente (nas dltimas 2 semanas) de: anti-inflamatcrios;
corticoides ou antibidticos.

2) Processo infeccioso recente (Gltimo més).

3) Infecgdo pelo HIVIAIDS

4) Diagnostico de doengas autoimunes.

5) Diagnostico de doengas neurclogicas primarias (Epilepsia,
Deméncias, Tumores, TCE grave, outras)

B6) Critérios para uso nocivo/dependéncia de substancias (exceto

maconha)

Identificagdo do local de coleta

Local de coleta: Médico:

Data:

Dados Socio-demograficos

1. Nome:

2. Enderego:

3. Municipio de origem:

4. Telefone(s):

5. Nome da mae

6. Responsavel/cuidador:

7. Parentesco:

8. DN:

9. ldade (anos):

10. Naturalidade:

11. Procedéncia:

12. Género: 1. Masculino 2. Feminino

13.Filhos: 1.Sim 2.Nao 13. Quantos?

14.Situagdo conjugal: 1.Solteirc  2.Casado 3.Unido estavel

4 Separado/divorciado  5.Vidvo

15.Cor da pele: 1.Branca 2.Negra 3.Pardo 4.Amarelo

5.Indio

6.0utro:

16.Alfabetizado: 1.Sim 2.Nao

17.Anos de estudo:

18.Rep. escolar: 1.5im 2.Nao 99.NA  No:

19.Escolaridade: 1.Fundamental incompletc 2.Fundamental completo 3.Médio Incompletc 4.Médio completo  5.Superior incompleto

6.Superior Completo 7.Pos-graduagao

20.Reside: 1.Sozinho 2 Familiares

21.Com quem: 1.Conjuge 2.Pais 3.Filhos 4.lmaos 5.Avos

6.Instituicdo 7.0Outros:

22.Renda familiar (SM/imés): 1. 2.Mao sabe

23.Dependentes desta renda:

24.0cupacao: 1.Desempregado 2.Empregado registrado 3.Empregado n3o registrado 4 .Atividade ndo remunerada (voluntario) 5.Estudante

6. Aposentado  7.Outro:

25.Situagao previdenciaria: 1.Sem beneficio
5. Aposentadoria por tempo de servigo
7.Pensionista

2 Auxilio-desemprego

3.Auxilio-doenga  4.Aposentadoria por invalidez
6.Beneficio de Prestagdo Continuada (LOAS)

8.0utras fontes de renda:

26.Religiao: 1.5im 2.Nao Qual:

26. Frequenta cultos/missas (xx/semana): 1. 2.Nao

Dados Clinicos

27 Idade de inicio (1° surto psicético):

28 Inicio do tratamento (idade):

29 Tempo de dx (id atual - id de inicio):

30.Numero de surtos psicoticos:

31.N° de Internagoes: 1.Ultimo ano:_____ 2.Ultimos 5anos:;_____ 3.Vidatodai____
32.Realizou ECT previamente? 1.Sim 2.Ndo Quantas séries:__ Datade término série: __ [ [
33.Medicagoes psiquiatricas em uso:
Medicamento (genérico) Dose (mg/dia) Eq. de Clorpromazina (mg)

Protocolo — Pacientes — versao 6.0/2016
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Medicamento (genérico) Dose (mg/dia) Eq. de Clorpromazina (mg)
cPMZ HDL HDLdec TFPZ  LVMP/TRDZ/PRCZ RIS czP oLz QTP ZPz
100mg 2mg 35mg 5mg 100mg 1,3mg 100mg 5mg 150mg 50mg
34.Uso de substancias:
ATUAL 1.8im 2.Nao Quantidade (codificar) Idade inicio Tempo de uso (anos)
1. Tabaco
2. Alcool
3. Maconha
4. Cocainalcrack
5. Outras
PREGRESSO 1.8im 2.Nao Quantidade (codificar) Idade inicio Tempo de uso (anos)
1. Tabaco
2. Alcool
3. Maconha
4. Cocainalcrack
5. Outras
SPA Quantidade (codificagdo)
Tabaco 1.<10c/5p 2. 11-20c/6-10p 3. 21-40c/11-20p 4. =40c/20p
Alcool VINHO (12%) 90ml 10g 1U
(gramas/sem.) CERVEJA (5%]): 350ml 17g 1,7U
DESTILADOS (40%) 50ml 20g 2u
Maconha 1. <Tcigarros/sem. 2. B-14c/sem. 3. =14c/sem. -
Cocainalcrack Gramas ou pedrasfsemana

35.Doencas clinicas: 1.5im 2.Nao

Tipo: 1.0M 2.HAS 3.Dislipidemia 4.Cardiopatias 5.1AM &.AVE

7.Cancer 8.0utras 9.Autoimune

36.Medicagoes clinicas em uso: 1.5im 2.Nao

Medicamento (genérico) Dose (mg/dia)
38.Histdéria familiar de transtorno psiquiatrico (pais, filhos, irmaos, tios e avos)?

Esquizofrenia THB Depressao Suicidio DQ
1.8im 2.Nao
Familiar
39.Antropometria:

Peso (Kg) Altura (m) IMC (Kg/m2) PA1 PA2 Circ. Abdominal (cm)
PAS | PAD | PAS | PAD
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Escalas Clinicas

40.MINI-Plus

41.PANSS (em anexo)

Escalas Cognitivas

40.BACS (em anexo)

41.SCoRS (em anexo)
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8.3. Protocolo sociodemograifico e clinico (controles)
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Hospital de Ensino Instituto Raul Soares
Ambulatério de Esquizofrenia

Projeto Esquizofrenia e Cognigao — Pesquizo

PROTOCOLO CONTROLES
Critérios de Inclusao Critérios de Exclusao

1) Idade: >18 e <60 1) Ter feito uso de AINES, corticoides ou antibiéticos nas 2 semanas
2) Auséncia de transtomo psiquiatrico atual anteriores aos testes
3) Auséncia de patologias neuroldgicas primarias (Epilepsia, 2) Ter feito uso de bebidas alcodlicas na noite anterior ao teste

Deméncias, Tumores, TCE grave, outras) 3) Familiar de 1° grau com Esquizofrenia ocu Transtorno Bipolar
4)  Auséncia de infecgao pelo HIV/AIDS
5) Auséncia de critérios para uso nocivo/dependéncia de

substancias (exceto maconha)

Identificagdo do local de coleta

Local de coleta: Contato: Data:

Dados Socio-demograficos

1. Nome:

2. Enderego:

3. Municipio de origem: 4. Telefone(s):

5. Nome da mae

6. Responsavel/cuidador: 0000000000000 7. Parentesco: 300000000000000C

8. DN: 9. Idade (anos):

10. Naturalidade: 11. Procedéncia:

12. Género: 1. Masculino 2. Feminino 13 Filhos: 1.Sim 2.Nao 13. Quantos?

14.Situagao conjugal: 1.Solteiro 2.Casado 3.Unido estavel 4.Separado/divorciado 5.Vidvo

15.Cor da pele: 1.Branca 2.Negra 3.Pardo 4.Amarelo 5.indioc 6.Outro:

16.Alfabetizado: 1.S5im 2.Nao 17.Anos de estudo: 18.Rep. escolar: 1.Sim 2.Nao 99.NA  No:

19.Escolaridade: 1.Fundamental incompleto  2.Fundamental completo  3.Médio Incompleto  4.Médio completo  5.Superior incompleto

6.Superior Completo 7.Pés-graduagao

: . = 21.Com quem: 1.Conjuge 2.Pais 3.Filhos 4.Irmaos 5.Avos
20.Reside: 1.Sozinho 2.Familiares
6.Instituigdo 7.0utros:

22.Renda familiar (SM/més): 1. 2.Nao sabe 23.Dependentes desta renda:

24.0cupagao: 1.Desempregado 2.Empregado registrado 3.Empregado ndo registrado 4 Atividade ndo remunerada (voluntario) 5.Estudante
6. Aposentado  7.Outro:

25.Situagdo previdenciaria: 1.Sem beneficio 2 Auxilio-desemprego  3.Auxilio-doenga  4.Aposentadoria por invalidez
5. Apesentadoria por tempo de servigo 6.Beneficio de Prestacao Continuada (LOAS)

7.Pensionista 8.0utras fontes de renda:

26.Religiao: 1.5im 2.Nac Qual: 26. Frequenta cultos/missas (xx/semana): 1. 2.Nao

Dados Clinicos

27.Vocé ja teve algum transtorno psiquiatrico? 1.sim 2.ndo Qual?

28.Vocé tem atualmente algum transtorno psiquiatrico? 1.sim 2.ndo Qual?

29. Realiza outros tratamentos? 1.Sim. 2. Ndo dose e data de inicio/término)

Dose e data de inicio (Se ANALGESICOS
Medicamento (genérico) Dose (mg/dia) COMUNS, AINEs, CORTICOIDES ou
ANTIBIOTICOS)

30.Uso de substancias:
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ATUAL 1.8im 2.Nao Quantidade (codificar) Idade inicio Tempo de uso (anos)
1. Tabaco
2. Alcool
3. Maconha
4. Cocainalcrack
5. Outras
PREGRESSO 1.8im 2.Nao Quantidade (codificar) Idade inicio Tempo de uso (anos)
1. Tabaco
2. Alcool
3. Maconha
4. Cocainalcrack
5. Outras
SPA Quantidade (codificagao)
Tabaco 1.<10c/5p 2. 11-20c/6-10p 3. 21-40c/11-20p 4. >40c/20p
Alcool VINHO (12%) 90ml 10g 1U
(gramasi/sem.) CERVEJA (5%): 350mi 17g 1,7U
DESTILADOS (40%) 50ml 20g 2U
Maconha 1. <Tcigarros/sem. 2. B-14c/sem. 3. >14cfsem. -

Cocainalcrack Gramas ou pedras/semana

31.Doengas clinicas: 1.5im 2.Nao

Tipo: 1.0M 2.HAS 3.Dislipidemia 4.Cardiopatias 5.1AM 6.AVE

7.Cancer 8.0utras 9.Autoimune
32.Histoéria familiar de transtorno psiquiatrico (pais, filhos, irmaos, tios e avos)?
Esquizofrenia THB Depressao Suicidio DQ
1.8im 2.Nao
Familiar
33. Como é sua resposta frente a uma infecgao (ex. resfriado/gripe)?
1.Numero de episadiosfano (Ultimos 5 anos): 1. 2. Nao sabe
2.Tempo médio por episédio (em dias): 1. 2. Nao sabe
39.Antropometria:
Peso (Kg) Altura (m) IMC (Kg/mZ2) PA1 PA2 Circ. Abdominal (cm)
PAS | PAD | PAS | PAD
Escalas Clinicas

40.MINI (simples) Resultado(s):

Qual?

1. Transtomno psiquiatrico atual ausente.

2. Transtorno psiguiatrico atual presente.

41.PANSS (em anexo )X X000000000COO00CO0000000000OOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOOCOAOOOOOOOOOOOOOOOOOOOONX

OO0

40.BACS (em anexo)

41.SCoRS (em anexo)
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8.4. “Gravidade das Dimensoes de Sintomas de Psicose Avaliada pelo Clinico” (Clinitian-rated
Dimensions of Psychosis Symptom Severity) (American Psychiatric Association, 2014)
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8.5. Termo do Consentimento Livre e Esclarecido
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

N® de Registro CEP (CAAE): 72939417.6.0000.5119

( ) Paciente ( ) Controle

Titulo do Projeto: Avaliacdo de polimorfismos dos genes de receptores endocanabindides (CNRI1 e
CNR2) e sua relagio com o desempenho cognitivo em pacientes com esquizofrenia e controles
saudaveis.

Contatos:

- Pesquisadores responsaveis: Dr Jodo Vinicius Salgado (31) 3273-0511 / 3239-9940 / 988681204 e Dr.
Rodrigo Ferretjans (31) 98698-1617.

- Comité de Etica em Pesquisa — CEP/FHEMIG: Administragio Central da FHEMIG, Alameda Alvaro
Celso, 100, sala 229, Santa Efigénia, Belo Horizonte/MG. Telefone: (31) 3239-9552. E-mail:
cep@themig.mg.gov.br.

Introdugdo: O senhor(a) esta sendo convidado(a) a participar, como voluntario, de uma pesquisa chamada
"Avaliacdo de polimorfismos dos genes de receptores endocanabindides (CNRI e CNR2) e sua relacdo com
o desempenho cognitive em pacientes com esquizofrenia e controles saudaveis™. Este documento contém
todas as informagdes necessarias para que vocé possa entender a pesquisa e decidir se quer participar ou nio.
Sua colaboragdo neste estudo é muito importante, mas a decisdo final de participar devera ser sua. Para
tanto, leia atentamente as informagdes abaixo e ndo se apresse em decidir. Se vocé ndo concordar em
participar ou quiser desistir em qualquer momento, 1sso ndo causara nenhum prejuizo a vocé ou a seu
acompanhamento médico. Se vocé concordar em participar, basta preencher os seus dados e assinar a
declaragdo concordando com a pesquisa. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP,
que é um orgdo que tem o objetivo de defender os seus interesses, sua integridade e dignidade e contribuir
para que a pesquisa respeite os padrdes éticos. Se vocé tiver alguma duvida pode tira-la com os
pesquisadores responsaveis a qualquer momento. Obrigado(a).

Objetivos: O objetivo deste trabalho € estudar as fun¢des mentais (meméria, concentracio, velocidade dos
movimentos, fluéncia da fala, raciocinio e capacidade de resolver problemas) em pessoas com diagnostico
de esquizofrenia e em pessoas sem este diagnostico. Além disso, gostariamos de tentar entender se estas
fun¢des mentais se relacionam com o funcionamento de algumas proteinas (substincias que fazem nosso
corpo a funcionar) que ajudam a mente e o cérebro a trabalharem corretamente (receptores
endocanabindides). Para fazer isso, estudaremos alguns marcadores genéticos destas proteinas (as
“Instrucdes” de como elas sao feitas pelo organismo) e analisaremos a sua relacdo com as fun¢des mentais.

Justificativa: As pessoas portadoras da esquizofrenia apresentam maiores dificuldades na aten¢do, memoria
e outras fun¢des mentais do que pessoas sem este transtorno. Sabe-se hoje que estas dificuldades atingem
muitos pacientes e atrapalham muito nas fungdes do dia-a-dia, tais como trabalhar, estudar ou cuidar das
tarefas de casa. Apesar de trazer muito prejuizo, sabemos pouco sobre o porqué das pessoas com
esquizofrenia apresentarem estas dificuldades. Por isso, este trabalho se justifica, pois visa entender melhor
quais as causas destas dificuldades. Com isso, esperamos poder aumentar nosso conhecimento e, assim,
auxiliar nos esforgos para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes que possam ajudar as pessoas
com esquizofrenia.

Métodos e Procedimentos: Os participantes serdo convidados a fazer uma entrevista para avaliacido dos
dados socio demogréficos (ex. nome, idade, sexo, etc.) e clinicos (sobre seu acompanhamento médico, tais
como tempo de tratamento, dose dos remeédios, etc.), além de uma bateria de testes neuropsicologicos, que
sdo problemas simples de atencido e memoria que medem diversas fungdes mentais, tais como concentracio,
memoria, velocidade dos movimentos, fluéncia da fala, raciocinio e capacidade de resolver de problemas.
Nessa ocasido também sera feita a coleta de uma pequena quantidade de sangue (aproximadamente 5 ml ou
uma colher de cha) para o exame que ira identificar dos marcadores genéticos citados acima. Todos estes
testes e a coleta de sangue tera a duragido de cerca de 1 hora e meia.
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Riscos e Beneficios: Toda pesquisa envolve riscos, mas esta pesquisa é classificada como de risco minimo,
pois se trata da aplicacdo de questionarios e testes simples das fun¢des mentais nos quais ndo se manipulara
a conduta dos individuos, sendo, portanto, que os riscos ndo sdo maiores, nem mais provaveis do que
aqueles ligados ao exame médico ou psicologico de rotina. Os possiveis riscos estdo relacionados ao
desconforto psicologico efou fisico relacionado a aplicagdo dos questionarios ou da coleta de sangue. Os
possiveis riscos envolvidos com a coleta sdo tromboflebite (inflamagdo da veia), infiltragdo, extravasamento
de sangue e hematoma. Para minimizar ao maximo os riscos, tomamos alguns cuidados, tais como coleta de
sangue ¢ aplicacdo dos testes por profissionais experientes e capacitados. Além disso, todos os dados obtidos
serao mantidos em sigilo e vocé ndo sera identificado em hipotese alguma. Todas as pessoas envolvidas na
pesquisa estardo a sua disposi¢do para tirar qualquer davida que possam surgir antes, durante ou apos a
realizacdo da pesquisa. Ndo ha beneficio individual direto, mas os resultados poderao ajudar a entendermos
melhor sobre a esquizofrenia e, assim, contribuirmos para ajudar as pessoas que sofrem com este problema.
Ao assinar este termo de compromisso vocé NAQO estara abrindo mio de seus direitos legais, inclusive de
indenizagdo diante de quaisquer danos decorrentes da pesquisa. Caso necessario, sera garantido o direito a
assisténcia integral e gratuita devido a danos decorrentes da participacdo neste estudo e pelo tempo que for
necessario.

Confidencialidade: Todos os dados obtidos serdo mantidos sob sigilo e apenas a equipe de pesquisadores
tera acesso a eles. Ndo sera permitido o acesso dos dados a outras pessoas em hipotese alguma. Seus dados
serdao codificados e ndo terdo nenhuma identificacdo que permita associa-lo a vocé. O sangue coletado ndo
sera armazenado em banco genético. Caso vocé queira, podera ter acesso aos resultados dos seus testes.

Acompanhamento e assisténcia: Afravés deste documento ficam assegurados todos os direitos do
participante, que tera todos os esclarecimentos relativos a pesquisa garantidos, incluindo a metodologia
utilizada. A partir do momento em que vocé ndo desejar mais fazer parte da pesquisa, o direito de retirar o
seu consentimento esta reservado, livre de sofrer qualquer penalidade ou danos quaisquer que sejam. A
qualquer momento (inclusive apds o término da pesquisa) o participante podera pedir mais esclarecimentos
ou retirar seu consentimento de participar da pesquisa, se assim desejar. Qualquer despesa extra relacionada
a pesquisa, tais como com transporte, alimentagdo ou de outra natureza, sera paga de volta a vocé pelo
pesquisador responsavel/pessoa por ele delegada no mesmo dia da realizagdo dos testes. Se durante a
pesquisa vocé tiver alguma davida, podera contatar os pesquisadores responsaveis (os telefones estdo na
primeira pagina) a qualquer momento. Vocé receberd uma via deste documento.

Pesquisadores: A equipe de pesquisadores € composta pelos seguintes profissionais: os médicos psiquiatras
Dr. Jodo Vinicius Salgado, Dr. Lucas Mantovani e Dr. Rodrigo Ferretjans, a biomédica Salvina Maria
Campos Carli, além de residentes em psiquiatria do Instituto Raul Soares e alunos de inicia¢ao cientifica
devidamente treinados e autorizados pelo pesquisador principal (Dr. Jodo Vinicius Salgado).

Consentimento Livre e Esclarecido: Este documento devera ser assinado em duas vias e todas as paginas
deverdo ser rubricadas pelo pesquisador responsavel/pessoa por ele delegada e pelo participante/responsavel
legal.

Eu, , RG,
participante voluntario, dou consentimento livre e esclarecido para que se fagam as entrevistas e testes
necessarios a esta pesquisa e posterior uso e publicagdo dos dados nos relatorios finais e conclusivos, a fim
de que estes contribuam para o avanco da ciéncia ¢ o beneficio da humanidade. Declaro que recebi copia do
presente Termo de Consentimento.

Belo Horizonte, de de 201 :

Assinatura do participante Assinatura do familiar ou responsavel

Declaro que pessoalmente expliquei todos os detalhes da pesquisa.
Assinatura do Pesquisador Data / /
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