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RESUMO

A esquizofrenia (EQZ) ¢ um transtorno psiquiatrico crénico e altamente debilitante que afeta
cerca de 24 milhdes de pessoas no mundo, das quais 1,6 milhdo no Brasil. Por isso, apresenta
um impacto econdmico significativo. Entre os pacientes, 34% constituem um grupo que nao
responde bem aos antipsicOticos convencionais, pessoas com esquizofrenia refrataria ao
tratamento (ERT). Nesses casos, o tratamento padrdo-ouro ¢ a clozapina (CLZ), reservada
para essas situacdes, mesmo que, em muitos casos, seja subutilizada. A fisiopatologia da
EQZ, bem como suas causas, ndo possui mecanismos completamente elucidados e permanece
em estudo. O sistema endocanabinoide (SEC) tem sido apontado como mediador do estresse e
da inflamagdo que ocorrem na EQZ, bem como em outros transtornos psiquiatricos. Este
estudo teve como objetivo investigar a associagdo entre polimorfismos em genes do SEC e o
uso de CLZ em pacientes com EQZ, como indicativo de ERT. Foram avaliados 95 pacientes
acompanhados em ambulatorio especializado, com diagndstico de EQZ e em uso de
antipsicoticos. Dados clinicos e sociodemograficos foram obtidos e a gravidade sintomatica
foi avaliada pela Escala da Sindrome Positiva e Negativa (PANSS). Amostras de sangue
periférico foram utilizadas para genotipagem, por PCR em tempo real com sondas TagMan™,
dos polimorfismos rs7766029 (CNRI), rs35761398 (CNR2) e rs324420 (FAAH). Os
genotipos foram comparados entre usuarios (n=12) e ndo usuarios de CLZ (n=83), por meio
de testes de associacdo e de regressao logistica. Houve associacdo entre os polimorfismos em
CNRI ou CNR2 e o uso de CLZ em um padrdo de heranga recessivo (p < 0,05). Em um
modelo de regressao logistica ajustado, o genotipo homozigoto mutante do CNR!I (CC) foi
associado a um aumento na chance de uso de CLZ (OR = 11,5; p = 0,001; 1C95%: 2,81 -
47,39), bem como a uma tendéncia de aumento no genoétipo homozigoto mutante do CNR2
(OR = 3,55; p = 0,08; 1C95%: 0,85 - 14,77). O polimorfismo em FAAH ndo apresentou
associacao significativa. Apesar das limitagdes amostrais e da auséncia de analises funcionais,
os achados sugerem que variantes em genes do SEC podem estar relacionadas a
refratariedade ao tratamento na EQZ, reforcando o potencial desse sistema como alvo para
abordagens terap€uticas personalizadas.

Palavras-chave: Biomarcadores; Medicina de precisdo; Predisposi¢do genética; Psiquiatria
biologica; Transtorno esquizoafetivo.



ABSTRACT

Schizophrenia (SCZ) is a chronic and highly debilitating psychiatric disorder affecting
approximately 24 million people worldwide, including 1.6 million in Brazil. Therefore, it has
a significant economic impact. Among patients, 34% constitute a group that does not respond
well to conventional antipsychotics, individuals with treatment-resistant schizophrenia (TRS).
In these cases, the gold-standard treatment is clozapine (CLZ), even though it is often
underutilized. The pathophysiology of SCZ, as well as its causes, is not fully elucidated and
remains under study. The endocannabinoid system (ECS) has been identified as a mediator of
the stress and inflammation that occur in SCZ, as well as in other psychiatric disorders. This
study aimed to investigate the association between polymorphisms in ECS genes and the use
of CLZ in patients with SCZ, as an indicator of TRS. We evaluated Ninety-five patients
followed up in a specialized outpatient clinic, diagnosed with SCZ and using antipsychotics.
Clinical and sociodemographic data were obtained, and symptomatic severity was assessed
using the Positive and Negative Syndrome Scale (PANSS). Peripheral blood samples were
used for genotyping of the rs7766029 (CNRI), rs35761398 (CNR2), and rs324420 (FAAH)
polymorphisms by real-time PCR with TagMan™ probes. Genotypes were compared between
users (n=12) and non-users of CLZ (n=83) using association and logistic regression tests.
There was an association between the CNRI or CNR2 polymorphisms and CLZ use in a
recessive inheritance pattern (p < 0.05). In an adjusted logistic regression model, the
homozygous mutant genotype of CNRI (CC) was associated with an increased chance of
using CLZ (OR =11.5; p=0.001; 95% CI: 2.81 - 47.39), as well as a trend towards increased
use in the homozygous mutant genotype of CNR2 (OR = 3.55; p = 0.08; 95% CI: 0.85 -
14.77). The FAAH polymorphism did not show a significant association. Despite sample
limitations and the absence of functional analyses, the findings suggest that variants in SEC
genes may be related to treatment refractoriness in SCZ, reinforcing the potential of this
system as a target for personalized therapeutic approaches.

Keywords: Biological Psychiatry; Biomarkers; Genetic Predisposition; Precision Medicine;
Schizoaffective disorder.
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1. INTRODUCAO

A esquizofrenia (EQZ) ¢ um transtorno psiquidtrico crénico, altamente debilitante e
desafiador, caracterizado por alteracdes cognitivas, comportamentais € emocionais que
comprometem significativamente a funcionalidade e a qualidade de vida dos pacientes.
Estima-se que afeta cerca de 24 milhdes de pessoas em todo o mundo, o que corresponde a
uma em cada trezentas pessoas (World Health Organization, 2022). No Brasil, estima-se que
1,6 milhdes de pessoas vivam com o transtorno, o que corresponde a uma em cada cento e
trinta ¢ uma pessoas (Brasil, 2021). Por se tratar de uma condi¢do complexa e multifatorial,
com amplo espectro sintomatico ¢ morbidade elevada, a EQZ compromete nao apenas o

individuo, mas também seu nucleo familiar e sua rede de suporte (Oliveira, 2012).

Além desse impacto pessoal e familiar, a EQZ também representa um impacto
econdmico significativo para o Sistema Unico de Satude (SUS) (Godman, 2018). Entre 2008 e
2019, registrou-se uma média anual de 154 mil internagdes psiquiatricas pelo SUS, das quais
56,25% foram relacionadas a EQZ, totalizando mais de 1,8 milhdo de admissdes no periodo.
Os custos hospitalares médios ultrapassaram US$ 67 milhdes por ano, com um custo médio
de US$ 432 por internacgdo, evidenciando o impacto financeiro substancial dessa condigdo

sobre o sistema publico de satude (Carteri ef al., 2020).

Apesar dos avangos terapéuticos, aproximadamente 34% dos pacientes apresentam
resposta insuficiente ou apenas parcial aos medicamentos antipsicoticos convencionais,
constituindo o grupo classificado como Esquizofrenia Refrataria ao Tratamento (ERT) (Potkin
et al., 2020; Lehman et al., 2004). Nesses casos, a clozapina (CLZ), um antipsicético de
segunda geracdo e de alto custo, ¢ considerada o farmaco de escolha, por apresentar
superioridade comprovada na redugdo de sintomas e no risco de suicidio (Masdrakis;

Baldwin, 2023).

Embora as causas da EQZ ainda ndo sejam completamente compreendidas, acredita-se
que alteragdes em vias neuroquimicas, como a dopaminérgica, GABAérgica, glutamatérgica
e, mais recentemente, a endocanabinoide - que tem ganhado destaque por demonstrar um
importante componente neuroinflamatorio (Miiller et al., 2015) - estejam envolvidas no seu
desenvolvimento e nas manifestagdes clinicas. Esse panorama inicial permite introduzir, a
seguir, os aspectos clinicos que definem a apresentacdo da esquizofrenia e norteiam sua

abordagem terapéutica.
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1.1. ASPECTOS CLINICOS DA ESQUIZOFRENIA

Clinicamente, a EQZ apresenta um espectro de sintomas que varia em intensidade e
em sua combinacdo entre individuos. Esses sintomas podem ser classificados em diferentes
tipos: os sintomas positivos incluem a desorganiza¢ao do pensamento, delirios e alucinagdes;
apatia, catatonia e anedonia sdo sintomas negativos; o transtorno ainda pode acompanhar

sintomas psicopatologicos gerais, como ansiedade, humor deprimido e irritabilidade.

A avaliagdo clinica desses sintomas ¢ frequentemente realizada por meio da Escala de
Sindrome Positiva e Negativa [Positive and Negative Syndrome Scale] (PANSS) (Kay; Opler;
Fiszbein, 1987), compativel com os critérios do Manual diagndstico e estatistico de
transtornos mentais [Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders] (DSM-5;
American Psychiatric Association, 2014). A escala ¢ amplamente utilizada e reconhecida em
pesquisas clinicas e possui subescalas que avaliam cada tipo de sintoma. A soma dos escores
fornece uma medida do quadro clinico global, permitindo comparagdes longitudinais e entre

grupos, bem como avaliar a gravidade e a evolugao terapéutica.

1.2. FISIOPATOLOGIA DA ESQUIZOFRENIA

A fisiopatologia da EQZ ¢é complexa e envolve interagdes entre fatores genéticos,
ambientais e neurobioldgicos, permanecendo parcialmente elucidada mesmo apos décadas de
investigacdo. Atualmente, com o avango e o uso de técnicas de neuroimagem, j& se sabe que
ocorrem alteragdes morfofuncionais, como diferencas na densidade e no volume de areas
encefalicas, em microestruturas e em niveis de conectividade do sistema nervoso (Adamu et
al., 2023). Essas alteragdes, observadas tanto em matéria cinzenta quanto na matéria branca,
podem contribuir para a redugdo na neuroplasticidade e para uma poda sindptica excessiva,

embora essas ndo sejam as unicas alteragdes existentes (Howes et al., 2023).

As hipoteses que fundamentam a neurobiologia da EQZ sugerem desbalancos em vias
de neurotransmissdo. A hipotese dopaminérgica ¢ a mais classicamente apontada (Howes;
Kapur, 2009), propondo uma disfungao da atividade em vias dopaminérgicas na EQZ, mais
especificamente uma hiperatividade na via mesolimbica, que pode se associar a uma possivel
causa de sintomas positivos, € uma hipoatividade na via mesocortical, indicando uma possivel

causa dos sintomas negativos (Brisch et al., 2014).
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Outra hipotese fortemente relacionada as disfungdes neurobiologicas na EQZ refere-se
a perda da homeostase do controle excitatério/inibitorio do sistema nervoso central (SNC)
ocasionada por desbalancos glutamatérgicos e GABAérgicos, neurotransmissores com fungao
excitatoria e inibitoria (respectivamente) no cortex pré-frontal. Evidéncias indicam que uma
reducdo na atividade dos receptores de glutamato, especialmente do tipo NMDA, pode
comprometer o funcionamento de neurdnios inibitérios responsaveis pela liberacdo de
GABA, levando a uma desorganizagao da atividade cortical (Lewis; Moghaddam, 2006). Essa
perda do equilibrio entre excitagao ¢ inibigdo resultaria em uma atividade neural excessiva e
pouco sincronizada, o que justificaria as alteragdes cognitivas e comportamentais

caracteristicas do transtorno (Egerton et al., 2017).

Além dos desequilibrios neuroquimicos, estudos recentes indicam que a
neuroinflamacdo e os processos oxidativos sdo fatores influentes no desenvolvimento da
EQZ, principalmente por envolverem disfungdes neurais e sindpticas (Miiller et al., 2015;
Reale; Costantini; Greig, 2021). Estes fatores também estdo associados a respostas imunes
decorrentes de Padrdoes Moleculares Associados a Danos [Damage-Associated Molecular
Patterns] (DAMPs), que podem ativar a microglia e induzi-la a liberar citocinas
pro-inflamatorias (IL-1PB, IL-6 e TNF-a) e espécies reativas de oxigénio (EROs) de maneira

descoordenada , amplificando o processo inflamatério (Colonna; Butovsky, 2017).

Fatores genéticos, como polimorfismos em genes inflamatdrios e antioxidantes, e
fatores ambientais, como infeccdes e estresse, podem favorecer a ativagdo microglial,
promover neuroinflamacdo cronica (Howes; Mccutcheon, 2017) e aumentar a producdo de
EROs (Simpson; Oliver, 2020). Portanto, a inflamacao e o estresse oxidativo constituem um
eixo interdependente, com potencial de interagir com outros sistemas moduladores que podem

desempenhar um papel relevante na compreensdo da fisiopatologia da EQZ.

Nesse contexto de suscetibilidade e de alteragdes em vias neuroquimicas e
inflamatorias, o sistema endocanabinoide (SEC) aflora como um modulador importante
desses processos. O SEC atua no balanco excitatério-inibitorio da via
glutamatérgica/GABAérgica (Katona; Freund, 2012), no controle da atividade microglial e,
consequentemente, da resposta imune e inflamatoria (Pertwee, 2005). Estudos constataram
alteracdes no SEC em pacientes esquizofrénicos, sugerindo que essas mudangas possam estar

envolvidas.
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1.2.1. Sistema Endocanabinoide

O SEC ¢ uma via neuromoduladora importante, envolvida na manutengdo da
homeostase neuronal e sist€émica, e que participa da regulacdo do humor, da resposta ao
estresse, da cognicdo, do sono, da memoria e de processos inflamatérios (Lu; Mackie, 2021;

Katona; Freund, 2012).

O SEC ¢ composto por mediadores quimicos, maquinaria enzimatica de
sintese/degradagdo e receptores celulares. Os endocanabinoides (eCB) sdo mediadores
lipidicos, como a anandamida (AEA) e 2-araquidonilglicerol (2-AG), produzidos sob
demanda em resposta a estimulos neuronais (Rezende et al, 2023). Entre as enzimas
envolvidas na degradacdo dos eCB, destaca-se a amida hidrolase de acidos graxos [Fatty Acid
Amide Hydrolase] (FAAH), responsavel pela degradagdo da AEA e pela manutengdo de
niveis fisiologicos. Os eCB atuam como agonistas endogenos dos receptores canabinoides de
dois subtipos, ambos inibitorios. O receptor CB1 esta presente em varios tecidos, mas
especialmente no SNC e em terminais pré-sindpticos, ajustando o equilibrio entre excitacdo e
inibi¢do sindptica, sendo mais abundante em neurdnios GABAérgicos e glutamatérgicos
(Katona; Freund, 2012; Kano et al., 2009). J& o CB2 desempenha papel importante na
regulacao da resposta imune e inflamatdria, apresentando expressdo mais acentuada em

células do sistema imune e da glia (Pertwee, 2005).

A disponibilidade dos eCB pode ser modulada por fatores genéticos e fatores
ambientais podem tornar o SEC vulneravel a contextos inflamatorios e oxidantes (Coelho et
al., 2023; Navarrete et al., 2020). Assim, o SEC exerce uma funcdo integradora entre os
sistemas neuronais € imunologicos, contribuindo para a plasticidade sinaptica, a
neuroprote¢do e a adaptagdo ao estresse. Curiosamente, essa via de neurotransmissao parece
estar envolvida com varios dos componentes neurobioldgicos apontados como criticos na
fisiopatologia da esquizofrenia, o que aumenta o interesse pela compreensdo do seu

envolvimento com a EQZ.

1.2.1.1. Alteragdes do sistema endocanabinoide na esquizofrenia

Diversas evidéncias indicam alteracdes no SEC em individuos com EQZ. Estudos

clinicos e pés-morte demonstram alteragdes na expressdo de CB1 e CB2, bem como nos
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niveis periféricos e centrais de AEA e 2-AG, e na atividade de enzimas envolvidas em sua
sintese e degradagdo, sugerindo envolvimento de mecanismos compensatorios e
desequilibrios em vias neuroquimicas e inflamatorias (Muguruza et al., 2013; Bioque ef al.,
2013; Leweke et al., 1999). Disfun¢des no SEC teriam impacto direto no controle inibitorio
do SNC, reduzindo o papel modulatorio sobre a neurotransmissdo dopaminérgica e
glutamatérgica — sistemas intimamente relacionados a expressdo clinica do transtorno.
Ainda, polimorfismos em genes que codificam componentes do SEC foram associados a
diferengas na neuroinflamagdo, no comportamento, na sensibilidade ao estresse, no risco de
psicose e na resposta terapéutica aos antipsicoticos em diferentes populagdes (Ishiguro ef al.,

2010).

Além disso, o SEC parece ser alvo de interagdes gene-ambiente na EQZ. Estudos
indicam que variantes no gene CNRI, que codifica o CB1, podem modificar efeitos de fatores
ambientais, exposicdo a traumas na infancia e ao uso de Cannabis sativa L., sobre o risco de
psicose (Loureiro et al., 2023). Algumas revisdes sobre o SEC, transtornos relacionados ao
estresse e a psiquiatria descrevem sua sensibilidade a fatores estressores e inflamatorios, bem
como mecanismos epigenéticos podem modular a expressao de seus componentes (Coelho et

al., 2023; Navarrete et al., 2020).

Dessa forma, levando em conta o papel central do SEC no controle inibitério de
circuitos cerebrais e diversos pontos de interse¢do com a fisiopatologia da EQZ, tem-se como
hipotese que polimorfismos genéticos em componentes dessa via de neurotransmissdo
poderiam estar associados a desfechos clinicos especificos na EQZ, como a resisténcia ao

tratamento medicamentoso.

2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a possivel associagdo entre polimorfismos genéticos em componentes do
SEC e o perfil de refratariedade ao tratamento medicamentoso em pacientes com

esquizofrenia.
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2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e (aracterizar uma amostra de pacientes com EQZ quanto a aspectos sociodemograficos
e clinicos;

e Descrever a ocorréncia dos genotipos dos polimorfismos do SEC (CNRI, CNR2 e
FAAH) na amostra estudada;

e Investigar a associa¢do entre os polimorfismos estudados e o perfil de resisténcia ao

tratamento medicamentoso, inferido pelo uso da clozapina, em pacientes com EQZ.

3. METODOLOGIA
3.1. APROVACAO ETICA

Todos os procedimentos foram realizados apés a aprovagio pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto (FAMERP), tendo o
nimero do  Certificado de  Apresentagdio para Apreciagio Etica (CAAE):
28371320.7.0000.5415 e Parecer n® 6.047.342.

3.2. PARTICIPANTES DO ESTUDO E OBTENCAO DAS AMOSTRAS

O presente estudo incluiu pacientes diagnosticados com EQZ, conforme os critérios do
DSM-5, provenientes do Ambulatorio de Transtornos Psicoticos sediado no Hospital de Base
da FAMERP. A partir da autorizagdo dos participantes ou de seus responsaveis legais, foram
coletados dados sociodemograficos, como idade e sexo, e dados clinicos, como os
medicamentos em uso. A severidade dos sintomas foi avaliada por meio da aplicagdo da

escala PANSS, previamente traduzida e validada no Brasil (Higuchi et al., 2014).

Por fim, amostras de sangue periférico foram obtidas por pungdo venosa e
armazenadas em criotubos estéreis de 2,0 mL. Elas foram, entdo, encaminhadas ao
Laboratério de Genética e Biologia Molecular (LGBM) do Campus de Trés Lagoas da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS/CPTL), onde foram realizadas as

proximas etapas da pesquisa.
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3.3. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos pacientes com diagndstico clinico de EQZ ou transtorno
esquizoafetivo, confirmado por avaliagdo psiquiatrica conforme os critérios do DSM-5, e que
estivessem em uso regular de medicamentos antipsicoticos para o tratamento psiquiatrico, os
que contassem com a presenca de um familiar ou responsavel legal disponivel, colaborativo e
capaz de oferecer suporte durante o acompanhamento em regime ambulatorial ou de
internacao psiquiatrica. No caso de pacientes cronicamente asilados, foi solicitada a presenca
de um funcionario da instituicdo, disponivel e capacitado, para auxiliar no manejo de

eventuais estressores.

Foram excluidos pacientes que apresentassem hipersensibilidade a farmacos utilizados
no tratamento da EQZ, quadro de psicose alcodlica ou téxica, dependéncia ou abuso atual de
substancias psicoativas, impossibilidade de adesdo ou de acompanhamento terapéutico
continuo, auséncia de uso regular de antipsicéticos, bem como aqueles com diagnostico

isolado de mania, depressao ou transtorno bipolar.

3.4. POLIMORFISMOS INVESTIGADOS

Foram escolhidos polimorfismos genéticos de interesse de acordo com a relevancia e o
impacto previamente descritos na literatura e com a sua frequéncia na populacao [Minor

Allele Frequency] (MAF).

O polimorfismo 1 (rs7766029;, T>C) (MAF global: 0,49 e MAF latino: 0,37)
localiza-se no gene CNRI, situado no cromossomo 6 (6ql5; posicdo 6:88.137.716, GRCh
38.14), que codifica o receptor CB1. Essa variante substitui uma timina (T) por uma citosina
(C), sendo classificada como um Polimorfismo de Base Unica [Single Nucleotide
Polymorphism] (SNP) e localizada na regido nao traduzida 3' (3'-UTR) do éxon 4 do CNR!
(Loureiro et al., 2023).

Ja o polimorfismo 2 (rs35761398; TT>CC) (MAF global: 0,39 ¢ MAF latino:
indeterminado) localiza-se no gene CNRZ2, no terceiro éxon, que estd no cromossomo 1
(1p36.11; posigao 1:23.875.429, GRCh 38.14), e codifica o receptor de CB2. Diferentemente

do polimorfismo 1, o polimorfismo 2, ¢ uma Variante de Multiplos Nucleotideos [Multiple
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Nucleotide Variant] (MNV), esse tipo de variagdo envolve duas substituicdes, uma em
sequéncia da outra: nesse caso sdo substituidas duas timinas (TT) por duas citocinas (CC),
que resulta em uma mutagcdo de troca de sentido (missense), em que hd a troca de um
aminoacido por outro, sendo que o genotipo selvagem codifica uma arginina (R) e o mutado
codifica glutamina (Q). Esses aminoacidos possuem naturezas quimicas diferentes, ja que eles
sdo, respectivamente, apolar e polar, neutro e basico e pequeno e grande (Carrasquer et al.,
2010). Essas mudangas podem resultar em alteracdes ou na perda de fun¢dao da proteina

traduzida.

O polimorfismo 3 (rs324420;, C>T) (MAF global: 0,26 e MAF latino: 0,33) ¢ um SNP
localizado no cromossomo 1 (1p35; posi¢ao 1:46.405.089. GRCh 38.14), no terceiro éxon do
gene que codifica a enzima FAAH. Essa variante substitui uma citosina (C) por uma adenina
(A); o resultado dessa mutagdo ¢ missense, trocando uma prolina (P) por uma tretinoina (T).
Esses aminoacidos também possuem propriedades distintas: P € apolar e neutro, enquanto T ¢
polar e levemente acido (Chaing et al., 2004). Novamente, essa troca de aminoacidos pode

resultar na alteracdo da fun¢do da proteina traduzida.

3.5. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS

O DNA genomico foi extraido de células nucleadas, a partir de um protocolo de
Extragdo de DNA Gendmico por Fenol-Cloroférmio adaptado de Molecular Cloning: a

laboratory manual (Sambrook; Russel, 2001).

Em seguida, os produtos de extragdo tiveram sua qualidade e quantidade do material
determinadas considerando a razdo de absorbancia 260:280 nm (NanoPhotometer®,
IMPLEN, Alemanha) e passaram por um calculo para dilui¢do e concentra¢dao final (20
ng/pL), ideal para a amplificagdo e genotipagem por Reacdo em Cadeia da Polimerase

Quantitativa (QPCR).

A genotipagem foi realizada utilizando o GoTag® gPCR Master Mix (Promega
Corporation, EUA) e sondas TagMan™ Assays (Applied Biosystems™, Thermo Fisher
Scientific, EUA) referentes aos polimorfismos investigados. As reacdes seguiram as
especificagdes dos fabricantes e foram conduzidas no equipamento QuantStudio 5 (Applied

Biosystems™, Thermo Fisher Scientific, EUA).
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3.6. ANALISES ESTATISTICAS

Os dados genotipicos obtidos foram organizados em planilhas eletronicas, e
dicotomizados a partir do uso de Clozapina (CLZ; n=12) ou ndo (n=83). As andlises foram
realizadas com o software [BM SPSS Statistics®. Para todas as analises adotadas, a

significancia foi estabelecida para p < 0,05 (bicaudal).

A normalidade das varidveis continuas foi verificada por meio do teste de
Shapiro-Wilk para definir o uso de testes paramétricos ou ndo paramétricos: as variaveis
continuas com distribui¢do normal (paramétricas) foram avaliadas pelo teste t de Student (t),
enquanto as com distribuicdo ndo normal (ndo paramétricas) foram avaliadas pelo teste de

Mann—Whitney (U).

Ja em relagdo as varidveis categodricas, as associagdes foram analisadas pelo teste de
qui-quadrado de Pearson (y?) para andlise de aderéncia (amostra total) ou de independéncia
(subgrupos), ou pelo teste exato de Fisher (TEF; quando ao menos uma das células da tabela
de contingéncia 2x2 apresentasse frequéncia <5). Para verificar a influéncia dos
polimorfismos frente ao uso de CLZ, foram utilizados modelos de regressao logistica binaria
ajustados, com resultados representados pela razao de chances [Odds Ratio] (OR) e intervalo

de confianca de 95% dos dados (IC95%).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. CARACTERIZACAO DA CASUISTICA

Foram incluidos 95 pacientes com diagndstico de EQZ, dos quais 64 (67,4%) eram do
sexo masculino. Esse predominio ¢ consistente com estudos epidemiologicos que descrevem
maior prevaléncia do transtorno entre homens (Li; Zhou; Yi, 2022). A idade média foi de 43,6
(= 1,3) anos, valor compativel com amostras clinicas em fases mais cronicas da doenca,
geralmente compostas por individuos que ja passaram por multiplas tentativas terap€uticas

(Tabela 1).
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Tabela 1. Parametros sociodemograficos e clinicos em pacientes com esquizofrenia divididos

conforme o uso de clozapina (n=95).

Parametros Amostra AnallAse (.le Uso de CLZ . AnallseAde.
g _ aderéncia independéncia
avaliados total (n=95) .
(amostra total)  Niao (n=83) Sim (n=12) (grupos)
Sexo
Masculino 64 (67,4%)* Py = 11,4, *p 58 (69,9%) 6 (50%) Yoy =1,88, p=
Feminino 31 (32,6%) =0,01 25 (30,1%) 6 (50%) 0,17
t 0,49
Idade (anos) 436+ 1,3 - 439+1,4  41,8+47 e 0 ’62 o
“Escala das Sindromes Positiva e Negativa (PANSS) para esquizofrenia
Escal =4 =
ceala 17,6 % 0,6 - 176£06  182:16 O 003
Positiva 0,98
Escal =42 =
seald 264+ 1,2 - 260+13 291435 U-#70p
Negativa 0,42
Escala de
U=359,5
Psicopatologia 441+1,2 - 434+13 48.8+2.4 0 1’2 P
Geral ’
Total 88,1 £2,6 - 87,0+£2,8 96,2 £6,2 U= 309(2),35,p

Valores sdo expressos como média e erro padrdo (idade e PANSS) ou como niimeros absolutos e porcentagens, que indicam
proporgdes relativas no mesmo grupo. * indica uma diferenga significativa (p < 0,05) entre os grupos avaliados, analisada
pelos testes t de Student para amostras independentes (t), pelo teste de Mann-Whitney para amostras independentes (U) ou

pelo teste do qui-quadrado de Pearson (y2) ou pelo teste exato de Fisher (TEF). Fonte: dados da pesquisa, 2025.

Quanto ao tratamento, apenas 12 pacientes (12,6%) faziam uso de CLZ. Essa
porcentagem reduzida acompanha o cenario nacional, em que o farmaco permanece
subutilizado apesar de ser considerado padrdo ouro para casos refratdrios (Massuda et al.,
2022, Stepnicki; Kondej; Kaczor, 2018). Contudo, isso também pode refletir uma menor
representacao de casos refratarios na amostra analisada, em relagdo ao padrao epidemiologico
geral. Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas em relagao ao sexo dos
pacientes que fazem o uso de CLZ (6 mulheres e 6 homens). Isso contrasta com achados de
grandes coortes internacionais, nas quais mulheres sdo significativamente menos propensas a
receber prescrigdo de CLZ, mesmo quando apresentam critérios clinicos compativeis com
refratariedade (Wesley et al.,, 2021). Também nao foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os usuarios e ndo usudrios de CLZ quanto a idade e aos

escores das escalas da PANSS, incluindo a Escala Positiva (p = 0,98), a Escala Negativa (p =
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0,42), a Escala de Psicopatologia Geral (»p = 0,12) e a Escala Total (p = 0,23). Isso indica que,
no momento da avaliacdo, ambos os grupos apresentavam niveis sintomaticos semelhantes, o
que pode refletir o efeito estabilizador da CLZ sobre os sintomas positivos em pacientes

refratarios (Kane et al., 1988; Siskind ef al., 2022; Wagner ef al., 2021).

4.2. POLIMORFISMOS
4.2.1. Polimorfismo 1 (CNR1; rs7766029; T>C)

Apbs a genotipagem do polimorfismo 1, 38 pacientes (40%) apresentaram o genotipo
de homozigoto selvagem (TT), dos quais apenas 1 (8,3%) fazia o uso de CLZ. O genotipo
heterozigoto (CT) foi identificado em 39 pacientes (41,1%), dos quais 3 (25%) estavam em
uso de CLZ. Ja o genotipo homozigoto mutante (CC) foi observado em 18 pacientes (18,9%),

dos quais 8 (44,4%) faziam uso de CLZ (Tabela 2).

Quanto a analise de padrdes de heranca (Tabela 2), o modelo de recessividade
apresentou as maiores diferengas estatisticamente significativas (p = 0,0001), com associagao

entre o genotipo homozigoto mutante € o uso de CLZ.

A regressdo logistica binomial bruta demonstrou que a presenca do genotipo CC
(homozigoto mutante), em relagdo a presenca de alelos selvagens (TT ou TC), aumenta em
14,6 vezes a chance de necessidade de uso de CLZ (OR = 14,6; p = 0,0001; IC95%: 3,71 -
57,46).Em conjunto, o modelo reforca a hipdtese de maior probabilidade de pacientes com o
genotipo CC utilizarem CLZ, o que sugere uma possivel relacdo dessa variante com
caracteristicas clinicas associadas a Esquizofrenia Resistente ao Tratamento (ERT) e um

quadro clinico mais grave.
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Tabela 2. Padroes de heranga do polimorfismo rs7766029 avaliados em pacientes com

esquizofrenia divididos conforme o uso de clozapina (n=95).

" Analise de Uso de clozapina Analise de
Parametros Amostra total aderéncia independéncia
avaliados (n=95) —— Nao (»=83)  Sim (n=12) a—
CNRI (rs7766029; T>C), codifica o receptor CB1
Padrao de codominancia
TT 38 (409 7 37 (44,69 1 (8,39
( /0) o XL(Z) = 87865 *p ( /0) ( A)) XZ(Z) - 2078: *p
CT 39 (41,1%)* — 0.01 36 (43,4%) 3 (25%) — 0.0001
CcC 18 (18,9%) ’ 10 (12%) 8 (66,7%)* ’
Padrao de dominancia
TT 38 (40%) Yo = 3,80, *p 37 (44,6%) 1 (8,3%) *p = 0,02
CCH+CT 57 (60%)* =0,05 46 (55,4%) 11 (91,7%)* (TEF)
Padrao de recessividade
TT+CT 77 (81,1%)* oy = 36,6, *p 73 (88%) 4 (33,3%) *p =10,0001
o)
cC 18 (18,9%) =0,0001 10 (12%) 8 (66,7%)* (TEF)
Padrao de overdominancia
TT+CC 56 (58,9%) sz =3,04,"p 47 (56,6%) 9 (75%) — 0,35 (TEF)
CT 39 (41,1%) =0,08 36 (43,4%) 3 (25%) p=5

Valores s@o expressos como niimeros absolutos e porcentagens, que indicam a proporgéo relativa dentro do mesmo grupo. *
indica uma diferenga significativa (p < 0,05) entre os grupos avaliados, analisada pelo teste de qui-quadrado de Pearson (y?)
ou pelo teste exato de Fisher (TEF). Fonte: dados da pesquisa, 2025.

Conforme descrito no topico 3.1, essa variante esta localizada na regido ndo traduzida
3' (3'-UTR) do éxon 4 do CNRI, uma regido altamente regulatoria. Alteragdes nessa regiao
podem modificar a estabilidade e a tradu¢ao do mRNA, estando fortemente envolvidas na
regulacdo da expressdo e da produgdo desse receptor. Essa alteragdo na expressao do receptor

CBI1 poderia justificar o maior risco de psicose (Loureiro et al., 2023).

4.2.2. Polimorfismo 2 (CNR2; rs35761398; TT>CC)

Os resultados mostraram que 14 pacientes (14,9%) apresentaram o genotipo
homozigoto mutante (TT/TT) e nenhum deles fazia o uso de CLZ; 49 pacientes (52,1%)
apresentaram o genotipo heterozigoto (TT/CC) e apenas 4 (33,3%) usavam CLZ. Ja o
homozigoto mutante (CC/CC) foi observado em 31 pacientes (33%), dos quais 8 (26,8%)
estavam em uso de CLZ (Tabela 3).
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Assim como observado para o primeiro polimorfismo, o modelo de heranca que
apresentou maior significancia estatistica foi o de recessividade (p = 0,02), indicando que a
diferenca entre os grupos ocorre principalmente quando o individuo possui duas copias do
alelo mutante (CC). Dessa forma, o uso de CLZ apresentou associagdo com o genotipo

homozigoto mutante (CC/CC).

Tabela 3. Padrdes de heran¢a do polimorfismo rs35761398 avaliados em pacientes com

esquizofrenia divididos conforme o uso de clozapina (n=95).

A Analise de Uso de clozapina Analise de
Paral.netros Amostra aderéncia ~ . independéncia
avaliados total (n=95) —— Nao (n=83) Sim (n=12) P
CNR2 (rs35761398; TT>CC, variante missense), codifica o receptor CB2
Padrio de codominéincia
TT/TT 14 (14,9%) P = 19,55, *p 14 (17,1%) 0 (0%) P =771, %p =
CC/TT 49 (52,1%)* — 0.0001 45 (54,9%) 4 (33,3%) 0.02
cc/cc 31 (33%) ’ 23 (28%)  8(66,7%)* ’
Padrao de dominéancia
TT/TT 14 (14,9%) 10, =46.34,%p  14(17,1%) 0 (0%) 2= 0,20 (TEF)
CC/CCH+CC/TT 80 (85,1%)* =0,0001 68 (82,9%) 12 (100%) ’

Padrio de recessividade
TT/TT+CC/TT 63 (67%)* Yo, =109, *p 59 (72%) 4 (33,3%)
Cc/cCc 31 (33%) = 0,001 23 (28%) 8 (66,7%)*
Padrao de overdominincia
TT/TT+CC/TT 45(47,9%)  ¥u=0,17,p=37(451%) 8(66,7%)
CC/TT 49 (52,1%) 0,68 45 (54,9%) 4 (33,3%)

*p = 0,02 (TEF)

p=0,20 (TEF)

Valores s@o expressos como niimeros absolutos e porcentagens, que indicam a proporgao relativa dentro do mesmo grupo. *
indica uma diferenga significativa (p < 0,05) entre os grupos avaliados, analisada pelo teste de qui-quadrado de Pearson (y?)
ou pelo teste exato de Fisher (TEF). Fonte: dados da pesquisa, 2025.

A regressao logistica binaria bruta demonstrou que a homozigose CC/CC apresentou
razao de chances aumentada para o uso de CLZ (OR = 5,13; p = 0,01; 1C95%: 1,41-18,70).
Nesse caso, a homozigose mutada (CC/CC), em relagdo a homozigose selvagem (TT/TT) e a
heterozigose (TT/CC), condiciona uma chance aumentada em 5,1 vezes de compor o grupo
em uso de CLZ.Em conjunto, esses achados indicam uma maior possibilidade de pacientes
com o geno6tipo CC/CC terem de fazer o uso do farmaco CLZ, o que sugere uma possivel
relacdo dessa variante com caracteristicas clinicas associadas a ERT e um quadro clinico mais

grave.
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Relembrando o que foi detalhado no topico 3.1, essa segunda variante se localiza no
éxon 4 do CNR2. Alteragdes missense mudam o aminoacido (AA), e nesse caso, 0 AA
modificado possui propriedades quimicas bem diferentes do original, o que levaria a uma
mudanga direta na estrutura e funcao do receptor CB2. Nesse caso, essa alteragdo se localiza
na por¢do intracelular, e pode influenciar na sinalizag¢do celular (Carrasquer et al., 2010) e
resposta inflamatoéria, tendo em vista que esse receptor esta presente em células do sistema
imune, incluindo a micréglia. Isso significa que esse polimorfismo pode estar envolvido em
alteracdes na resposta imune e em vias inflamatérias moduladas pelo SEC, sendo plausivel a

relacdo dessa variante com mecanismos ligados a neuroinflamacao na EQZ (Morcuende et al.,

2022).

4.2.3. Polimorfismo 3 (FAAH; rs324420; C>A)

Para esse terceiro polimorfismo, 44 pacientes (46,3%) apresentaram o genotipo
homozigoto selvagem (CC), dos quais 6 pacientes (50%) estavam usando CLZ; 43 pacientes
(45,3%) sao heterozigotos (CA) para a mutagdo, e desses apenas 4 (33,3%) faziam o uso de
CLZ; ja para o genotipo homozigoto mutante (AA) foi associado a 8 pacientes, ¢ deles 2

(16,7%) utilizavam CLZ (Tabela 4).

Diferentemente dos polimorfismos anteriores, este ndo apresentou associagao
estatisticamente significativa com o uso de CLZ em nenhum dos modelos de heranca, por

1ss0, a regressao logistica binaria nao foi aplicada a esse marcador.
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Tabela 4. Padroes de heranga do polimorfismo rs324420 avaliados em pacientes com

esquizofrenia divididos conforme o uso de clozapina (n=95).

& Analise de Uso de clozapina Analise de
Parametros Amostra g - c A o
avaliados total (n=95) aderéncia (amostra Naio Sim (n=12) independéncia
total) (n=83) (erupos)

FAAH (rs324420; C>A, variante missense), codifica a enzima FAAH

Padrio de codominincia

CcC 44 (46,3%)* 38 (45,8%) 6 (50%)

2 — g ey — 2 — —
AC 43 (453%)* O *023(’}3‘:’ PE i@ 4(333%) Lo _01;‘558"’ B
AA 8 (8,4%) ’ 6 (7,2%) 2 (16,7%) ’
Padrao de dominincia
CcC 44 (46,3%) Yay=051,p= 38 (45,8%) 6 (50%) Xay=0,07,p=
AA+AC 51 (53,7%) 0,47 45 (54,2%) 6 (50%) 0,78
Padrao de recessividade
CC+AC 87 (91,6%)* Vo) =65,69,*p= 77(92,8%) 10 (83,3%) » =026 (TEF)
AA 8 (8,4%) 0,0001 6 (7,2%) 2 (16,7%)
Padrao de overdominincia
CC+AA 52 (54,7%) Xoy=0,85,p= 44 (53%) 8 (66,7%) = 0.54 (TEF)
AC 43 (45,3%) 0,35 39 (47%) 4 (33,3%)

Valores sdo expressos como numeros absolutos e porcentagens, que indicam a proporgao relativa dentro do mesmo grupo. *
indica uma diferenga significativa (p < 0,05) entre os grupos avaliados, analisada pelo teste de qui-quadrado de Pearson (y?)

ou pelo teste exato de Fisher (TEF). Fonte: dados da pesquisa, 2025.

Esse polimorfismo esta localizado no éxon 3 do gene FAAH; esse gene codifica uma
enzima de mesmo nome. Essa enzima ¢ responsavel por degradar amidas de 4cidos graxos,
inativando e degradando esses compostos, especialmente a anandamida (AEA), um dos
principais sinalizadores do SEC. Essa variante também produz uma mutagdo missense, que
substitui um aminoacido por outro com propriedades quimicas diferentes, potencialmente
alterando a estabilidade da proteina e reduzindo sua atividade enzimadtica. Alteragdes na
degradagdo da AEA podem comprometer a sinalizagdo endocanabinoide (Chaing et al.,

2004). Porém, no presente estudo, essa variacdo nao se associou ao uso de CLZ.

4.2.4. Modelo ajustado (interacio CNRI x CNR2)

Como houve associacdes entre os polimorfismos em CNRI e CNR2 avaliados neste
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trabalho, foi realizada uma andlise por regressao logistica, resultando em um modelo ajustado
de interagdo entre as mutacdes. Nesse caso, o polimorfismo em CNRI manteve-se relevante,
com a presenc¢a do alelo mutante em homozigose (CC) aumentando a chance de necessidade
de uso de CLZ em 11 vezes, em relacdo a presenca de alelos selvagens (TT ou CT) (OR =
11,5; p = 0,001; IC95%: 2,81 - 47,39). Contudo, o impacto do CNR?2 perdeu for¢a no modelo
ajustado, havendo apenas uma tendéncia de aumento da chance de necessidade de uso de
CLZ, 3,5 vezes maior, em homozigotos mutantes (CC/CC), em relagdo a presenca de alelos

selvagens (TT/TT ou CC/TT) (OR = 3,55; p = 0,08; 1C95%: 0,85 - 14,77).

5. CONCLUSOES

O presente trabalho buscou investigar a possivel associacdo entre polimorfismos do
SEC e o uso de CLZ em pacientes com EQZ. Entre os polimorfismos, apenas o 7535761398,
do gene CNRI, apresentou uma associacdo consistente com o uso de CLZ, enquanto o
rs35761398, do gene CNR2, apresentou um padrao de efeito, e o rs324420 do gene FAAH,
ndo demonstrou relacdo significativa. Esses achados sugerem que variantes em regides
regulatérias do gene, no caso do CNRI, podem influenciar a trajetoria terapéutica de
pacientes com EQZ. Embora o polimorfismo em CNR2 esteja associado ao desfecho

analisado, seu impacto parece menor.

As principais limitagcdes do estudo incluem o numero reduzido de pacientes que
faziam o uso de CLZ, o que pode ter limitado a deteccao de associagdes mais sutis, inclusive
aquelas observadas em CNR2. Além disso, a auséncia de andlises funcionais impede uma
compreensdo mais completa do impacto biologico causado pelos polimorfismos, pois ndo ha
descricdo na literatura dessas variantes. Assim, estudos futuros com amostras maiores,
analises de expressdo génica e investigacdes funcionais sdo necessarios para aprofundar a
compreensdo dos mecanismos € dos marcadores moleculares do SEC na EQZ, contribuindo
para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais personalizadas. Pois, identificar
biomarcadores genéticos de maior suscetibilidade a refratariedade pode auxiliar na escolha
precoce de CLZ e em um manejo farmacoldgico mais assertivo, reduzindo internagoes,

prejuizos clinicos e aos pacientes.
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