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ESTUDO DE ASSOCIACAO ENTRE O
POLIMORFISMO SERINA-9-GLICINA DO
RECEPTOR DOPAMINERGICO D3 E ESQUIZOFRENIA

Quirino Cordeiro Junior’, Ricardo Junqueira?, Homero Vallada’®

RESUMO - Duas abordagens genético-moleculares foram realizadas para investigar a possivel associagdo entre
o polimorfismo serina-9-glicina no receptor dopaminérgico D3 e esquizofrenia. Na primeira analise, um grupo
de 141 pacientes com esquizofrenia foi comparado a um grupo-controle de 189 individuos pareado para sexo
e origem étnica. No outro estudo, foi realizada analise de 35 trios (pai e mae nao afetados e paciente com
esquizofrenia). Os resultados desses estudos nao apresentaram associagdo alélica ou genotipica estatisticamente
significante com esquizofrenia. Pode-se concluir que o polimorfismo serina-9-glicina no receptor dopaminérgico
D3 nao é um fator de risco para desenvolver esquizofrenia na populacdo estudada.

PALAVRAS-CHAVE: receptor dopaminérgico D3, polimorfismo genético, associacdo genética, esquizofrenia.

Study of association between the ser-9-gly polymorphism of the D3 dopaminergic receptor and
schizophrenia

ABSTRACT - Two molecular genetic studies were undertaken to investigate the association between a ser-9-gly
polymorphism in the dopamine D3 receptor gene and schizophrenia. The first study analysed 141 schizophrenic
patients and 189 matched controls. In addition, an haplotype relative risk study was performed using 35 trios
(mother, father, affected offspring). No allelic or genotype association was found in both studies. We conclude

that this D3 polymorphism is not a risk factor for schizophrenia in our sample.

KEY WORDS: dopamine D3 receptor, genetic polymorphism, genetic association, schizophrenia.

A hipétese dopaminérgica envolvida na fisiopato-
logia da esquizofrenia vem do fato dos antipsicoticos
exercerem sua acdo bloqueando os receptores de
dopamina. Os receptores dopaminérgicos do tipo
D2 foram os primeiros a serem reconhecidos como
alvos dos antipsicéticos classicos'. Entretanto, ou-
tros receptores dopaminérgicos, como o D32, pas-
saram a ser envolvidos nos mecanismos de acao dos
antipsicoticos, evidenciando um provavel papel na
fisiopatologia da esquizofrenia'. Estudos “in vivo"”
em cobaias, mostraram que o uso de antipsicéticos,
tanto os classicos como os de nova geracao, elevam
os niveis intraneuronais de mRNA do receptor D33,

A localizagdo preferencial desses receptores no
sistema nervoso central pode fornecer indicios acer-
ca de seu papel em alguns transtornos mentais. Os
receptores D3 estdao predominantemente localiza-
dos no sistema limbico, e sabe-se que algumas alte-

racdes cognitivas e afetivas presentes em pacientes
com esquizofrenia estao relacionadas a disfuncoes
nesse sistema. Assim, tal receptor surge como um
dos candidatos para desempenhar papel importan-
te na fisiopatologia da esquizofrenia“.

Estudos genéticos recentes envolvendo o recep-
tor D3 tém focado uma mudanca de aminoacidos
gue ocorre em sua porg¢ao extracelular®. Uma mu-
danca nucleotidica de alanina (A) por guanina (G)
resulta em substituicdo de aminoacido (serina por
glicina) na posicao 9 da proteina (receptor D3). Nao
ha evidéncias de que esse polimorfismo do receptor
D3 afete a acdo de drogas antipsicéticas, nem o pro-
cesso de transducao, porém tal alteracdo poderia
influenciar sua insercdo na membrana neuronal®.

O primeiro estudo de associacao entre o polimor-
fismo alélico serina-9-glicina no gene do receptor
D3 mostrou um excesso de homozigose (alelosiguais)
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guando comparados pacientes com esquizofrenia e
controles (p=0,0001), em uma populacdo combi-
nada de caucasianos da Franca e Pais de Gales®. Es-
tudos posteriores realizados em populagdes
caucasianas’ ' e asiaticas'’-?2 tentaram replicar esse
achado, porém sem sucesso. Por outro lado, Shaikh
et al.?® e Spurlock et al.?4, em estudo multicéntrico
europeu (European Multicentre Association Study of
Schizophrenia), encontraram associacdo entre o
polimorfismo alélico em questao e esquizofrenia. Trés
estudos de meta-analise também demonstraram essa
associacao?325:26,

Outros estudos tém encontrado associagdes en-
tre o polimorfismo alélico serina-9-glicina e algumas
populagoes especificas de esquizofrénicos. Nimgoan-
kar et al.” demonstraram associacdo entre esquizofre-
nia em pacientes com histéria familiar desse trans-
torno e homozigose para o alelo que da origem a
serina na posicao 9 do receptor D3 (genétipo 1-1).
Jonsson et al.® e Scharfetter et al.?” encontraram um
excesso dessa mesma homozigose em esquizofré-
nicos bons respondedores a antipsicéticos, enquan-
to Mant et al.”? demonstraram um excesso também
dessa homozigose em esquizofrénicos bons
respondedores a antipsicéticos, com histdria famili-
ar desse transtorno e do sexo masculino. Krebs et
al.2® encontraram associacao em esquizofrénicos que
faziam uso de drogas no passado, e Steen et al.?® e
Basile et al.3® em pacientes que desenvolveram
discinesia tardia.

Alguns autores tém estudado uma possivel asso-
ciacao entre esse polimorfismo genético e outros
transtornos psiquiatricos. Shaikh et al.>" ndo conse-
guiram estabelecer associacdo desse polimorfismo
com transtorno afetivo bipolar. Dikeos et al.>? en-
contraram associacao entre o alelo 2 (glicina-9) e
depressao. Mais recentemente, o receptor D3 tam-
bém vem sendo estudado em pacientes dependen-
tes de cocaina®.

Os estudos realizados até o momento para veri-
ficar a associacdo entre o polimorfismo serina-9-
glicina no receptor D3 e esquizofrenia foram do tipo
caso-controle. Essa modalidade de estudo pode apre-
sentar resultados falso-positivos (erro tipo 1), caso o
grupo-controle nao seja pareado adequadamente no
gue tange a origem étnica, pois a frequéncia alélica
varia de uma etnia para outra. Uma estratégia re-
cente para evitar o erro tipo | é a realizacdo de estu-
dos com trios, j& que o gendtipo dos pacientes sdo
originados através da distribuicao aleatéria dos alelos
de seus pais, logo a identificacdo de um determina-
do alelo associado com a doenca seria aquele pre-

sente no paciente em uma frequéncia maior que
aquela esperada por acaso. Assim, no presente tra-
balho serdo realizados os dois tipos de estudos ge-
nético-moleculares, investigando uma possivel as-
sociacao entre esquizofrenia e o polimorfismo serina-
9-glicina no gene do receptor D3, tratando-se do
primeiro estudo utilizando uma amostra brasileira.

METODO

1. SUJEITOS

Todos os sujeitos que participaram dos estudos foram
previamente informados sobre a pesquisa, e logo apds
assinavam um termo de consentimento (os estudos fo-
ram aprovados pela Comissdo de Etica para Anélise de
Projetos de Pesquisa — CAPPesq da Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina da Uni-
versidade de Sao Paulo).

1.1. Estudo de caso-controle (associacdo)

A) Grupo de pacientes - Um total de 141 pacientes
com diagnéstico de esquizofrenia, de acordo com a Clas-
sificacdo Internacional da Doencas (10 2 edi¢do) (CID-10),
de origem étnica distinta, de ambos os sexos, foi recruta-
do dos ambulatérios e enfermarias do Instituto de Psiqui-
atria do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo (IPq HC-FMUSP).

B) Grupo-controle - Um grupo controle pareado por
sexo, idade e origem étnica foi constituido de 189 pesso-
as, recrutadas no Banco de Sangue do HC-FMUSP.

1.2. Estudo com trios

Foram selecionados 35 trios (pai e mae nao afetados,
filho com esquizofrenia, segundo os critérios da CID-10).
Os pacientes que compunham esses trios eram acompa-
nhados nos ambulatérios e enfermarias do IPg-FMUSP e
nao faziam parte da amostra de pacientes do estudo de
caso-controle.

2. ANALISE DO DNA

O DNA das pessoas que participaram do estudo foi
extraido dos linfocitos obtidos a partir de uma amostra
de seu sangue venoso periférico, seguindo procedimento
padrao (kit para extracdo de DNA Nucleon I, Scotlab). A
regido do gene que codifica o receptor dopaminérgico do
subtipo D3 e que contém o polimorfismo serina-9-glicina
foi amplificada através da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), de acordo com as condicoes descritas por Lannfelt
et al (1992). O primer usado para a realizacdo do PCR foi
5'GCTCTATCTCCAACTCTCACA  3° (sense) e
5’AAGTCTACTCACCTCCAGGTA 3’ (anti-sense). O PCR foi
realizado em um volume total de 20 ul, contendo 25 ng
de DNA gendmico, 5 pmol de cada oligonucleotideo do
primer , 1,5 mM de MgCl,, 50 mM de KCl, 10 mM de
TRIS-HCl em pH 8,3, 0,2 mM de dNTPs (Amersham) e 0,5
UTaq DNA polimerase (ampli Taq, Perkin-Elmer Cetus).Os
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Tabela. Distribuicdo dos alelos e dos gendtipos do polimorfismo
Serina-9-Glicina.

Controles (%) Esquizofrénicos (%) P

Alelo
Serina (S) 209 (57) 169 (60)
NS
Glicina (G) 157 (43) 113 (40)
Genotipo
SS 63 (34,4) 56 (39,7)
SG 83 (45,4) 57 (40,4) NS
GG 37 (20,2) 28 (19,9)

NS, néo significante.

produtos do PCR (sequéncias especificas de DNA com 462
pares de bases) foram digeridos com um isémero da
enzima Ball, Mscl (Gibco-BRL), resultando em produtos
de 304 pares de bases (alelo 1, serina-9) ou 206 e 98 pa-
res de bases (alelo 2, glicina-9). Bandas constantes de 47
e 111 pares de bases também eram produzidas. Antes da
digestdo, a efetividade do PCR era verificada através da
realizacdo de um teste em gel de agarose a 1%.

3. ANALISE ESTATISTICA

A frequéncia dos alelos e a dos genétipos do grupo de
pacientes e do grupo controle foram analisadas através
de um teste de qui-quadrado usando o pacote estatistico
STATA para Windows versdo 6.0%4. Através do programa
HWE3?* foram também analisadas as distribuicbes dos
gendtipos nos grupos controles e de pacientes e compa-
rados com as frequéncias esperadas quando em equili-
brio de Hardy-Weinberg. Para a analise estatistica dos tri-
os utilizou-se o programa ETDT?®.

RESULTADOS

As frequéncias dos gendtipos dos grupos con-
trole e de pacientes indicam que as variantes serina-
9-glicina estao dentro do esperado no equilibrio de
Hardy-Weinberg. Além disso nao foi observada dife-
renca estatisticamente significante nas frequéncias
dos alelos e dos gendétipos entre pacientes e contro-
les (Tabela). A analise dos 35 trios, realizada através
do programa estatistico ETDT, também nao demons-
trou preferéncia de transmissao alélica para nehuma
das duas variantes polimérficas.

DISCUSSAO

O presente estudo investigou a distribuicao alélica
do polimorfismo serina-9-glicina no gene que codi-
fica o receptor dopaminérgico subtipo D3, através
da comparacdo de um grupo de pacientes com
esquizofrenia e um grupo controle, além de um es-
tudo com trios que utiliza um desenho metodolégico

mais cuidadoso. Esse estudo apresenta a originali-
dade de ser o primeiro estudo a investigar as varian-
tes serina-9-glicina em uma amostra brasileira, e tam-
bém o primeiro a utililisar a metodologia com trios
(controles internos).

Poder-se-ia considerar como falso-negativos os
resultados apresentados se os grupos comparados
(esquizofrénicos e controles) ndo tivessem sido
pareados segundo a origem étnica®**. Além disso, o
fato do grupo de pacientes e dos controles ndo de-
monstrarem desvio do equilibrio de Hardy-Weinberg
confirma que esses grupos sao amostras represen-
tativas de suas populacdes e dessa forma reforcam
os resultados analisados. Outro fato que também
reforca os resultados do trabalho é que o estudo
com trios foi concordante com o de caso-controle,
0 que ajuda a eliminar a possibilidade de interferén-
cias da questao étnica.

Apesar de estudos anteriores demonstrarem a
existéncia de associagdo entre o polimorfismo em
questao e esquizofrenia ®%24, sendo confirmado por
trés estudos de meta-analise?2>25, é necessario cau-
tela na interpretacao desses resultados. H4 um nu-
mero ainda maior de trabalhos da literatura que ndo
confirmam esse achado’?2. E importante lembrar a
existéncia de um viés de publicacdo para os traba-
Ihos com resultados positivos. Trabalhos com resul-
tados negativos sdo mais facilmente rejeitados pe-
los editores das revistas ou o préprio grupo de pes-
quisa que realizou o estudo perde o interesse em
publica-lo por ser negativo. Em outras palavras, o
numero de trabalhos negativos na literatura é su-
bestimado.

Em conclusao, a distribuicdo alélica observada no
presente estudo sugere que ndo ha associacdo alélica
ou genotipica entre as variantes serina-9-glicina do
gene que codifica o receptor D3 e esquizofrenia.
Apesar desse polimorfismo ndo estar associado como
fator de risco para esquizofrenia na populacao estu-
dada, ele podera estar envolvido em outras areas
correlatas como na resposta terapéutica a determi-
nadas drogas (por exemplo, a amisulprida, um
antipsicotico que age preferencialmente em recep-
tores D2 e D3), ou na susceptibilidade para o desen-
volvimento de efeitos colaterais a antipsicoticos (por
exemplo, a discinesia tardia®).
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