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INVESTIGACAO DAS BASES BIOLOGICAS
DA COGNICAO NA ESQUIZOFRENIA
COM IMAGIOLOGIA GENETICA

1. Imagiologia genética

A imagiologia genética é uma area de investigacio recente que usa a
genética quantitativa para medir a hereditariedade de um endofenétipo
(ou fenoétipo intermédio) imagioldgico e a genética molecular para iden-
tificar os exatos variantes genéticos a ele associados. O endofendétipo
imagiologico pode ser funcional (uma resposta fisiolégica do cérebro
durante o processamento de informacao) ou estrutural (volume cerebral
regional ou total, integridade da matéria branca, etc.). Em termos da estru-
tura cerebral, estudos de imagiologia genética quantitativa ja mostraram
que a espessura da matéria cinzenta cortical é tanto maior quanto maior
o grau de afinidade genética entre individuos (Thompson et al., 2001).
A hereditariedade da reducao do volume da matéria cinzenta cortical e
do hipocampo, que esta presente na esquizofrenia, também ja foi calcu-
lada e é consideravel (Goldman et al., 2008). (Estudos de hereditariedade
no ambito da imagiologia funcional serio mencionados mais adiante).

Dando seguimento a essas descobertas, a imagiologia genética mole-
cular tem contribuido para a caracterizacio do impacto de variacoes

genéticas previamente associadas a esquizofrenia na funcido e na estru-
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tura do cérebro. Ou seja, uma vez identificada uma variacdo genética
que influencia a susceptibilidade para a esquizofrenia, e idealmente
com conhecido impacto funcional (a nivel molecular/celular), torna-se
interessante testar a sua associacao aos dados imagiologicos (Hariri &
Weinberger, 2003b) (Figura 1). Ao utilizar endofenétipos da esquizofrenia,
a imagiologia genética tem vantagens sobre estudos (epidemioldgicos)
de associacido genética: permite um foco mais preciso nos processos
metabolicos que estdo alterados na esquizofrenia e por isso, permite a
construcao de hipoteses mais especificas. A assuncao é a de que poli-
morfismos genéticos que estio subtilmente relacionados com fenotipos
psiquiatricos complexos (ex., a esquizofrenia), ou outros endofenotipos
comportamentais (ex., défice cognitivo, apatia, etc.), podem estar mais
Jfortemente relacionados com (i.e. deverao ter maior penetrancia em)
aspectos da funcao e estrutura do cérebro. Esta premissa acrescida ao
facto de que a imagiologia providencia, para cada sujeito, uma enorme
quantidade de dados potencialmente caracterizadores do impacto de
variacoes genéticas no cérebro, pode traduzir-se num acréscimo consi-
deravel de poder estatistico. Isto € especialmente relevante dado que a
vasta maioria das variacdes genéticas em causa demonstram um efeito
de muito pequena magnitude (racio de probabilidade <1.5) em termos
da sua associacao direta (epidemiolégica) com a esquizofrenia. Em com-
paracio com um determinado endofenétipo comportamental, o endofe-
notipo imagiologico desse mesmo comportamento — realizado dentro
de scanner de ressoniancia magnética funcional (‘functional magnetic
resonance imaging’ — FMRI) ou de tomografia por emissio de positroes
(‘positron emission tomographi’, PET) — tem a vantagem de medir a sua
natureza neurofisiolégica. Dai advém maior sensibilidade estatistica,
maior objectividade na medic¢io e a possibilidade de detectar estratégias
neuronais diferentes em diferentes individuos mas que levam ao mesmo
desempenho/comportamento (Hariri et al., 2003b).

Na ultima década, varios estudos de imagiologia genética molecular
reportaram associacdes entre polimorfismos especificos (a maioria, fun-
cionais, i.e. que induzem mudancas a nivel metabdlico) e padroes de

ativacao cerebral. Estes demonstraram que a neuroimagiologia funcional
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Figura 1. Racional da imagiologia genética. Estabelecidas ja associacdes entre
genes e comportamentos bem como entre aspectos estruturais e funcionais do
cérebro e comportamentos, a imagiologia genética veio estudar o impacto de
variacOes genéticas na estrutura e funcio do cérebro. Dado que o impacto dos
genes no comportamento tem forcosamente que passar pelo cérebro, € plausivel
que tal estratégia possibilite uma melhor caraterizacao da etiologia genética do
comportamento (e das doeng¢as mentais).

consegue de facto distinguir entre individuos de baixo e de alto risco
genético para um determinado endofenétipo ou fenétipo mesmo sendo
assintomaticos a nivel comportamental (Small, 2006; Whalley et al., 2000).
O uso pioneiro desta abordagem foi por Bookheimer et al. (Bookheimer
et al., 2000), em que 30 individuos neurologicamente saudaveis foram
submetidos a uma tarefa de memoria declarativa enquanto eram sca-
neados com fMRI. Os 16 sujeitos que tinham pelo menos uma c6pia do
alelo e4 da apolipoproteina, um alelo fortemente associado a doenca de
Alzheimer, mostraram uma ativacao significativamente maior em regides
tipicamente afectadas pela doenca do que os individuos com duas copias

do alelo protetor (e3). Desde entdo, tem-se vindo a acumular evidéncia
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de que marcadores da funcio do cérebro podem ser mais sensiveis a
variacdes subtis em genes envolvidos na neurotransmissao (Smolka et
al., 2005; Hariri, Mattay, Tessitore, Fera & Weinberger, 2003; Mattay et al.,
2003; Pezawas et al., 2005; Egan et al., 2001b) ou neurodesenvolvimento
(McKiernan, D’Angelo, Kaufman, & Binder, 2006; Hariri et al., 2003a) do

que marcadores comportamentais (Tabela 1).

Tabela 1. Lista selecionada de associacdes positivas originais em estudos de
neuroimagiologia genética funcional até final de 2009.

ESTUDOS DE NEURO-IMAGIOLOGIA GENETICA MOLECULAR

Autores Marcador Genético Regiao Cerebral Tarefa
(Bookheimer Hipocampo, cortex .
APOE €3/4 ) . Memoria
et al., 2000) pré-frontal e parietal
(Egan et al., . B Memoria de trabalho
COMT Val158Met Cortex pré-frontal
2001b) (‘N-back’)

(Hariri et al.,
2002)

SHHTPR InDel

Amigdala

Reconhecimento facial

de emocoes

(Hariri et al.,
2003a)

BDNF Val66Met

Hipocampo

Memoria episddica

(Mattay et al.,
2003)

COMT Vall58Met x
Anfetamina

Cortex pré-frontal

Memoria de trabalho
(‘N-back”)

(Pezawas et al.,
2005)

5-HTTLPR Indel

Conectividade
funcional amigdala-
cingulado

Reconhecimento facial

de emocoes

(Smolka et al.,
2005)

COMT Vall58Met

Amigdala,cortex
pré-frontal

Resposta afectiva a

estimulos visuais

(Callicott et al.,
2005)

DISC1 Ser704Cys

Hipocampo

Memoria de trabalho
(‘N-back’)

(Bertolino et al.,

COMT Vall58Met x

Cortex pré-frontal,

Memoria de trabalho

20062) DAT 10’ UTR VNTR cingulado anterior (‘N-back’) e episodica
(Meyer- -
. B B Memoria de trabalho
Lindenberg COMT (haplétipos) Cortex pré-frontal
(‘N-back’)
et al., 2006)

(Heinz et al.,
2005)

5-HTTLPR Indel

Conectividade
funcional amigdala—
Cortexpré-frontal

Resposta afectiva a

estimulos visuais
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ESTUDOS DE NEURO-IMAGIOLOGIA GENETICA MOLECULAR

Autores

Marcador Genético

Regiao Cerebral

Tarefa

(Prata et al.,

DISC1 Ser704Cys

Cortex pré-frontal

Fluéncia verbal

cortex

2008)
(Hall et al., . B L
2006) NRG1 156994992 Cortex pré-frontal Finalizacao de frases
Conectividade
(Kempf et al., " . . Memoria de trabalho
PRODH (haplétipos) funcional estriado-
2008) (‘N-back’)

(Buckholtz et
al., 2007)

COMT Vall58Met x
RGS4 15951436

Cortex pré-frontal

Memoria de trabalho
(‘N-back’)

(Yacubian et al.,
2007)

COMT Vall58Met x
DAT 10’ UTR VNTR

Estriado ventral

Adivinha-recompensa

(Buckholtz et
al., 2008)

MAOA 30-bp VNTR

Conectividade
funcional amigdala—
cortex pré-frontal

Evitaciao de danos,
Recompensa

(Prata et al.,
2009b)

DAT 10’ UTR VNTR

Cortex pré-frontal e
estriado

Fluéncia verbal

(Prata et al.,
2009¢)

COMT Vall158Met

Cortex peri-Silviano

Fluéncia verbal

(Prata et al.,
2009a)

COMT Vall58Met x
DAT 10’ UTR VNTR

Coértex supramarginal

Fluéncia verbal

1.1. Fluéncia verbal

A fluéncia verbal € uma tarefa que mede a capacidade de reproduzir
palavras apés sugestio da primeira letra. Ruff et al., (1986) relacionam
a fluéncia verbal com a meméria de curto-prazo, a atencao verbal, a
memoria semantica e processos executivos como a iniciacdo e a repro-
ducao estratégica. A tarefa de fluéncia verbal tem sido extensivamente
usada em estudos neuropsicologicos da esquizofrenia em que os doentes
tipicamente produzem menos palavras que individuos saudaveis (Bokat &
Goldberg, 2003; Henry & Crawford, 2005). A fluéncia verbal parece estar
fortemente correlacionada com os sintomas negativos da esquizofrenia

(Howanitz, Cicalese & Harvey, 2000) e melhorar depois de tratamento
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com antipsicéticos atipicos como a clozapina (Meltzer & McGurk, 1999).
Parentes niao afectados de doentes com esquizofrenia desempenham a
tarefa a um nivel intermédio entre doentes e individuos controlo (sem
parentes doentes), o que sugere, embora nao demonstre, hereditariedade
deste potencial endofenotipo (Chen, Yu, Chen, Mak & Lieh, 2000; Sits-
koorn, Aleman, Ebisch, Appels & Kahn, 2004; Aukes et al., 2008). Outro
traco relacionado com a fluéncia verbal, a memoria verbal, também ja
demonstrou risco familiar (Sponheim, Steele & McGuire, 2004; Egan et
al., 2001a; Faraone et al., 2000; Toomey et al., 1998; Kremen et al., 1994;
Goldberg et al., 1990). Défices na aprendizagem verbal e memoria até
ja foram mapeados a regido cromossomica 4q21 (Paunio et al., 2004).
Varios métodos tém sido usados para medir a atividade cerebral (Papa-
nicolaou, 1998), e.g., magnetoencefalografia (MEG), electroencefalografia
(EEG), tomografia por emissio de fotao unico (‘single photon emission
computed tomography’, SPECT), PET ou fMRI. A PET usa compostos
agonistas radio-marcados (‘radio-labeled’) para localizar regides onde
ha ocupacio de receptores, ao longo do tempo. A ressonincia magné-
tica (fMRI) usa, mais frequentemente, um sinal dependente do nivel de
oxigénio do sangue (‘bloodoxygenlevel-dependent’; BOLD). Isto permite
avaliar os processos cognitivos através do mapeamento da ativacio da
rede inteira de areas cerebrais requisitados por uma tarefa ou estimulo,
numa sequéncia temporal de imagens. Em individuos saudaveis, os pri-
meiros estudos PET para a fluéncia verbal reportaram que a ativacio do
cortex pré-frontal dorso-lateral esquerdo (maior durante a geracio de
palavras) estava negativamente correlacionada com a ativacido do giro
temporal superior bilateral (maior durante a repeticio de palavras, i.e.
a tarefa controle) (Spence et al., 2000). A fMRI também tem reportado
ativacao mais frequentemente no cortex frontal inferior e médio esquerdo
e também no cortex cingulado, insular, pré-central, temporal superior
e parietal (Fu et al., 2002). A ativacdio nos coOrtices pré-frontais é mais
proeminente no hemisfério esquerdo (Fu et al., 2002). Tal é consistente
com o giro frontal inferior esquerdo incluir a classica area de Broca e,
em conjunto com a insula, esta envolvido na compreensao e producio

da linguagem como tem sido demostrado por estudos neurofisiolégicos
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(em lesdes) bem como imagiolégicos (Costafreda et al., 20006; Fiez &
Petersen, 1998; Damasio & Damasio, 1992). Areas homélogas a estas no
hemisfério direito também estao frequentemente ativas durante tarefas de
linguagem (Gernsbacher & Kaschak, 2003; Damasio et al., 1992) embora
o seu papel durante a producido de palavras seja mais disputado (Price
& Crinion, 2005).

A fluéncia verbal, com a memoria de trabalho, é a tarefa cognitiva
mais usada em imagiologia funcional para a investigacio da esquizofrenia.
Alguns estudos de PET sugerem uma disconectividade fronto-temporal
cortical durante a fluéncia verbal nos doentes, i.e. uma conectividade
anormal (por ser positiva) entre o cortex pré-frontal e o temporal
esquerdos, causada por uma falha em desativar o giro superior tempo-
ral esquerdo ou ambos (Friston & Frith, 1995), embora existam estudos
que nio encontraram diferencas (Spence et al., 2000). Esta lateralizacao
reduzida na esquizofrenia também ja foi observada com fMRI (Weiss et
al., 2004; Sommer, Ramsey & Kahn, 2001). Tal nao parece incluir uma
ativacao reduzida do coértex frontal esquerdo per se (Sommer et al., 2001),
embora certos estudos tenham reportado um decréscimo na ativacao do
cingulado anterior e cortices frontais médios e inferiores (Fu et al., 2005).
Este ultimo tipo de resultado, no entanto, nao foi controlado para os
diferentes niveis de desempenho conseguidos entre os individuos (i.e.
palavras corretas versus incorretas) e por isso, pode dever-se em parte a
uma falta de atenc¢ido/concentracio ou comprometimento na tarefa, ambas
frequentes na esquizofrenia.

Estudos de fMRI parecem indicar que tanto os gémeos nao psicoticos
de doentes com esquizofrenia como 0s sujeitos apresentando um estado
mental de alto risco para a psicose (i.e. prédromo) mostram alteracoes
na ativacao cortical durante a fluéncia verbal que sio qualitativamente
semelhantes as encontradas na esquizofrenia (MacDonald, III; Broome
et al., 2008; Becker & Carter, 2006; Whyte et al., 2006; Sommer, Ramsey,
Mandl, van Oel & Kahn, 2004; Sommer et al., 2004; Picchioni et al., 2001,
Picchioni et al., 2001). Isto sugere, embora nio demonstre, hereditarie-
dade e um status de independéncia da ocorréncia (‘state-independence’)

da esquizofrenia para este traco cognitivo. O mesmo foi reportado para
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uma tarefa relacionada, a memoria declarativa verbal (Whyte et al., 2000),
e com a memoria de trabalho (Karlsgodt et al., 2007; Callicott et al.,
2003), em que os doentes com esquizofrenia e os seus irmaos saudaveis
requereram maior ativagao no cortex pré-frontal dorso-lateral para atin-
gir o mesmo nivel de desempenho que os sujeitos controlo (saudaveis
e sem risco familiar para a doenca). De facto, hiper-ativa¢io (suposta-
mente ineficiente) durante a memoria de trabalho ja demonstrou ter uma
hereditariedade alta (de 80% nas zonas do cérebro relacionadas com a
linguagem) (Koten, Jr. et al., 2009). Em suporte destes resultados, a den-
sidade de matéria cinzenta nas areas frontocorticais relacionadas com a
linguagem em ambos os hemisférios mostrou também ser influenciada
por factores genéticos (Glahn, Bearden, Niendam & Escamilla, 2004). No
geral, estas descobertas sio consistentes com a hipotese de o padrio de
ativacao anémalo recrutado durante a fluéncia verbal em doentes esqui-
zofrénicos ser um marcador endofenotipico do risco para a doenca, ou,
pelo menos um fenotipo intermédio (i.e. dado que nao ha ainda evidéncia
da observacao de todos os critérios necessarios).

Seguem-se exemplos de estudos de imagiologia genética em que se
procurou saber se polimorfismos genéticos previamente associados a
esquizofrenia eliciariam diferencas no padrao de ativacao cerebral durante
a fluéncia verbal mesmo em individuos saudaveis e se essas diferen-
cas seriam distintas em doentes com esquizofrenia. Os sujeitos destes
estudos desempenharam oralmente a tarefa de fluéncia verbal em duas
versOes (ou sub-tarefas): uma facil e uma dificil. Nestas versdes, ambas
correspondendo a condi¢ciao de interesse, i.e. a geracio de palavras, foi
requerido aos sujeitos que articulassem dentro de 4 segundos depois da
apresentaciao de cada letra uma palavra que comecasse com a respectiva
letra. Em cada regido do cérebro, a ativacdo cerebral durante esta tarefa
foi subtraida a ativacao requisitada pela tarefa-controle, i.e. a repeticao
de palavras, em que foi pedido aos sujeitos que lessem uma vez, tam-
bém em voz-alta, a palavra ‘REST’ (para mais detalhes sobre o design da
tarefa, ver Figura 2). Testes em que 0s sujeitos nao geraram qualquer
resposta ou geraram uma resposta incorreta, ex., nomes proprios, palavras

repetidas, derivadas ou variacdes gramaticais de palavras prévias foram
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modelados separadamente na analise estatistica. Tal foi feito de modo
excluir da analise diferencas na ativacio cerebral que se possam dever a
diferencas no desempenho; entre outras razdes, porque a variabilidade
no desempenho pode advir de factores sem interesse para este estudo
(ou factores de confusio, na giria estatistica) tais como a falta de atencao

ou de participaciao na tarefa.

Repetigdo
verbal
“Dummy”
(16sec)

Geragio | Repetigio | Geragio | Repeticio | Geracio | Repeticio | Geracio || Repeticio | Geragio | Repeticao
verbal verbal verbal verbal verbal verbal verbal verbal verbal verbal
(28sec) (28sec) (28sec) (28sec) (28sec) (28sec) (28sec) (28sec) (28sec) (28sec)

|
-16 0 28 84 112 140 162 192 224 252 280seg

0 4 12 20 24 28seg

Gravagao da resposta
2900mseg
(1 teste)

Figura 2. Representaciao esquemadtica do design em bloco usado em cada versdo
(dificil ou facil) da tarefa de fluéncia verbal, com um zoom in no 1.° bloco de
letras. Na versao facil, foi apresentado visualmente aos sujeitos um de dois con-
juntos de letras: ‘T, L, B, R, S’ ou ‘T, C, B, P, §’; e na versao dificil: ‘O, A, N, E, G’
ou‘l, F, N, E, G’. A mesma letra (ou a palavra ‘REST’ no caso da tarefa-controlo),
foi sequencialmente repetida 7 vezes (i.e. testes). Uma sequéncia total (facil ou
dificil) consistiu em 70 testes (35 de geracao de palavras + 35 de repeticao de
palavras) que correspondeu a 70 scans. Como cada teste demorava 4 segundos,
cada sequéncia durou 280 segundos. Os primeiros scans adquiridos (chamados
‘dummy-scans’ e correspondentes a 4 testes da tarefa-controle durante os pri-
meiros 16 segundos da sequéncia) foram removidos antes do pré-processamento
das imagens, pois o seu propodsito € apenas o de estabelecer condi¢cdes estaveis
(ex., temperatura) no scanner.

A fMRI distingue regides com base em diferencas no nivel de oxige-
naciao do sangue (‘blood oxygenation level dependent, BOLD’). Quando
os neurdonios disparam precisam de energia rapidamente. Num processo
chamado resposta hemodinamica, glucose e oxigénio (transportado pela

hemoglobina) passam do sangue para os neurénios ativos a uma taxa
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maijor do que para os neurénios inativos. A profusio de oxigénio (cau-
sada pela vasodilatacio e o fluxo sanguineo acrescido) esta associada a
um acréscimo de atividade neuronal e ultrapassa ligeiramente a quan-
tidade requerida (i.e. a oxi-hemoglobina providenciada € maior que a
oxi-hemoglobina usada (provavelmente de modo a haver um gradiente
de pressio do sangue para o neurénio). E a descida consequente dos
niveis locais de deoxi-hemoglobina que é medida (alias, mais especi-
ficamente, é a resposta desta molécula paramagnética a presenca de
um campo magnético que € medida) (Papanicolaou, 1998). Os estudos
apresentados de seguida mediram o contraste BOLD num scaner de
1.5 Tesla no Maudsley Hospital, London, U.K. O pré-processamento
e analise estatistica foram executados com o software SPM5 (Friston,
2003) (http//www.fil.ion.ucl.ac.uk/spm), seguindo o modelo linear
geral (‘general linear model’, GLM). Uma analise de variancia (ANOVA)
(Penny, Holmes & Friston, 2003) com grupo diagnoéstico (individuos
saudaveis versus doentes com esquizofrenia) e genotipo como factores
independentes permitiu determinar o efeito principal do diagndstico, o
efeito principal do gendétipo e a sua intera¢io (diagnostico x genotipo)
na ativacdo regional durante a geraciao de palavras (subtraida pela
activacao durante a repeticio de palavras). A significincia estatistica
foi calculada com valor-p (i.e. a probabilidade de obter um resultado
pelo menos tio extremo como o observado, sendo a hipotese nula ver-
dadeira). A hipétese nula foi rejeitada — i.e. o resultado considerado
estatisticamente significativo — quando p<0.05 apds correc¢io para testes
multiplos do tipo FDR (false discovery rate) ou FWE (family-wise error)
(ao nivel do voxel). Quando nio corrigido, o resultado foi denominado
como ‘tendéncia’ se observasse um p<0.001 (sem corre¢ao). Para con-
firmar que o quociente de inteligéncia, os anos de educaciao, o sexo,
a etnia, a idade ou o tipo e dose de medicacio nao influenciaram os
resultados, foi sistematicamente realizada uma analise extra usando
as variaveis demograficas que nao se encontravam equilibradas entre
0s grupos genotipicos ou os diagnosticos, bem como as respeitantes a
medicacao, como co-variaveis sem interesse (e consequentemente, a sua

influéncia na ativacido foi estatisticamente removida).
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1.1.1. Efeito da COMT - Incluido em Prata D. P. et al. Opposite effects
of catechol-O-methyltransferase Val158Met on cortical function
in healthy subjects and patients with schizophrenia. Biological
Psychiatry, 2009 Mar 15;65 (6): 473-80 (Prata et al., 2009c¢)

Acatecol-O-metiltransferase(COMT) é uma enzima que catalisa a
O-metilacio da dopamina inter-sinaptica no cérebro (Tunbridge, Harrison
& Weinberger, 2006). Manifesta-se maioritariamente ligada 2 membrana
(‘Membrane-bound’, MB-COMT) em neurdnios pos-sinapticos (Tunbridge
et al., 2006) no cérebro inteiro mas em niveis mais elevados nos cortices
frontal e temporal do que nas zonas subcorticais (Tunbridge et al., 2000).
A dopamina é também removida do espaco sinaptico pelo transportador
da dopamina (DAT) presente nos neurdénios pré-sinapticos, mas sendo
este transportador mais abundante nas 4reas subcorticais do que nas
corticais, a COMT tem uma influéncia relativamente maior nestas ultimas
(Tunbridge et al., 20006). A atividade enzimatica da COMT é alterada pela
substituicio dum nucleétido contendo uma guanina (G) por outro contendo
uma adenina (A) na sequéncia de ADN (acido desoxirribonucleico) do
gene que a codifica. Esta variacao nucleotidica (‘single nucleotide poly-
morphism’, SNP) é designada por Vall58Met, e catalogada como rs4680,
dado que se traduz na substituicio do aminoacido valina pelo aminoacido
metioninana enzima (na posicio correspondente ao codio 158 do RNA
mensageiro). Este polimorfismo causa um decréscimo de 3 a 4 vezes na
termo-estabilidade molecular da enzima. Os alelos sao codominantes
dado que o genétipo heterozigbtico (Val158/Met158) apresenta um nivel
intermédio de integridade enzimatica (que se traduz em concentrac¢io
enzimatica) tanto em enzimas sintetizadas in vitro como extraidas post-
mortem do cortex pré-frontal (Chen et al., 2004).

Na populacdo saudavel, o polimorfismo Vall58Met esta associado
a diferencas estatisticamente significativas no desempenho de tarefas
cognitivas (Diamond, Briand, Fossella & Gehlbach, 2004; Goldberg et
al., 2003; Malhotra et al., 2002; Egan et al., 2001b) e na ativa¢do corti-
cal durante a execucao dessas tarefas, pelo menos no caso da memoria

de trabalho (Bertolino et al., 2006¢; Bertolino et al., 2006b; Winterer et
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al., 20006; Blasi et al., 2005; Bertolino et al., 2004; Egan et al., 2001b).
Pensa-se que isso reflete o impacto que o polimorfismo tem na atividade
enzimatica pois esta, ao afectar os niveis de dopamina sinaptica disponi-
vel, deve influenciar a eficiéncia dessa regido cortical (Tunbridge et al.,
2006; Abi-Dargham & Moore, 2003). O efeito da variacio Vall58Met na
ativaciao pode também depender do nivel local de atividade dopaminér-
gica aferente. Por exemplo, tal efeito é alterado depois da administracio
experimental de anfetamina, a qual aumenta a libertacio sinaptica da

dopamina (Meyer-Lindenberg & Weinberger, 2006; Mattay et al., 2003).

Geragdo > repeticdo verbal

Figura 3. Ativacio comum a doentes com esquizofrenia e individuos saudaveis no
desempenho da tarefa de fluéncia verbal (significancia estatistica apds correcio
para teste multiplos FDR e FWE no cérebro inteiro p<0.05).

A esquizofrenia esta associada a alteracdes no input dopaminérgico
para o cortex cerebral (Akil et al., 2003; Abi-Dargham et al., 2002) e para
o estriado (Meyer-Lindenberg et al., 2002; Bertolino et al., 2000; Grace,
2000). Dado que COMTVall58Met modula a ativacdo cortical durante
tarefas cognitivas (nomeadamente a memoria de trabalho) (Bertolino et

al., 2006c¢; Bertolino et al., 2006b; Winterer et al., 2006; Blasi et al., 2005;
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Bertolino et al., 2004; Egan et al., 2001b), nos testimos a hipotese de
que o polimorfismo também influenciaria significativamente a ativaciao
cortical durante uma tarefa de fluéncia verbal (descrita em 1.1), usando
fMRI. Também investigamos se tal seria significativamente diferente
entre doentes com esquizofrenia e individuos saudaveis, refletindo pos-
sivelmente a perturbac¢io na funcio dopaminérgica central associada a
doenca. Em comum, todos os sujeitos mostraram uma ativacao bilateral
nos cortices frontal inferior, insular e cingulado, no nucleo caudato e
talamo, bem como uma ativacao a esquerda nos cortices frontal médio,
temporal superior e parietal inferior e desativacao no precineo e no giro
cingulado anterior rostral (Figura 3).

Os doentes mostraram maior ativacio no opérculo frontal, na insula
anterior e no giro frontal inferior esquerdos do que individuos saudaveis
(Figura 4). Estas sdo areas cuja ativacao é fundamental na producao de
linguagem e correspondem a area de Broca. Maior ativacao pré-frontal
em doentes do que em individuos saudaveis ja havia sido reportada
em estudos de memoria de trabalho corrigidos para as diferencas no
desempenho (Bertolino et al., 2006b; Perlstein, Carter, Noll & Cohen,
2001; Manoach et al., 2000; Callicott et al., 2000), e interpretada como
um reflexo de uma maior ineficiéncia pré-frontal proveniente da reduzida
atividade dopaminérgica aferente que se pensa existir na esquizofrenia
(Perlstein et al., 2001). Como ja foi mencionado, a observacido oposta ou
inconclusiva de outros estudos de fluéncia verbal deve-se provavelmente
a um controlo insuficiente das diferencas no desempenho da tarefa, seniao
a um fraco poder estatistico (Fu et al., 2005). Sendo que o nosso estudo
teve a amostra maior até a data de publicacdo e restringiu a analise as
imagens correspondentes apenas a respostas corretas, nao sofre essas
limitacoes.

A hiper-ativacao do coértex pré-frontal esquerdo relativamente a ati-
vaciao temporal durante a fluéncia verbal foi um dos resultados originais
que levou a ja mencionada hipo6tese da disconectividade da esquizofrenia
(Friston et al., 1995). Neste contexto, um aumento da ativacao frontal
pode ser vista, heuristicamente, como uma tentativa compensatoria pelas

regioes frontais para superar uma anémala ou reduzida capacidade de
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influéncia sobre outras regides. Esta reduzida influéncia pode estar rela-
cionada com a anémala funcao dopaminérgica central na esquizofrenia.

(Fletcher, Frith, Grasby, Friston & Dolan, 1996).

Figura 4. Doentes com esquizofrenia ativaram o opérculo frontal, insula anterior
e giro frontal inferior esquerdo (correspondentes a area de Broca; p<0.001, sem
correcao) mais do que individuos saudaveis. Como a andlise esta corrigida para
diferencas no desempenho da tarefa de fluéncia verbal, o resultado pode signi-
ficar uma maior ineficiéncia fronto-cortical na esquizofrenia. (A escala colorida
corresponde a valores do teste-T.)

A demonstracao principal deste estudo foi a de que uma variacao na
COMT pode ter impacto na ativacao durante a fluéncia verbal mas, ainda
mais importante, que o efeito de um polimorfismo genético na funcao
cerebral pode estar alterado no contexto da esquizofrenia. Na regido em
redor do sulco lateral direito (ou regiao Silviana direita) que compreende
partes adjacentes do opérculo frontal e parietal e do giro temporal
médio, o alelo Vall58 teve um efeito na ativacao em doentes, diferente
daquele em individuos saudaveis, estando associado a maior ativacio
nos doentes e menor nos individuos saudaveis, relativamente ao Met158

(Figura 5). Por outras palavras, os homozigotas para o alelo Vall58 (i.e.
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os individuos com duas copias do alelo Vall58, ou seja, aqueles com o
genotipo Vall58/Vall58) ativaram mais esta regido cerebral do que os
homozigotas para o Metl158 no grupo de doentes mas niao no grupo de
individuos saudaveis em que a tendéncia foi a oposta. Além disso, como
era esperado de alelos codominantes, os heterozigotas (Met158/Vall58,
os seja, aqueles individuos com uma cépia de cada alelo) tiveram em
geral uma ativacao intermédia entre ambos os grupos heterozigotas. O
Met158 também ja foi previamente associado a uma maior ativacio no
hipocampo, amigdala cerebelosa, talamo e cortex pré-frontal ventrolate-
ral durante a apresentacao visual de estimulos afectivos (Drabant et al.,
2006; Smolka et al., 2005), mas o contrdrio tem-se verificado durante a
memoria de trabalho (Bertolino et al., 2006¢; Bertolino et al., 2006b; Egan
et al., 2001b) ou controlo da atencao (Blasi et al., 2005).

Individuos saudaveis Doentes com esquizofrenia
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Figura 5. Interacao diagnostico x genotipo COMT Vall8Met na ativacao cerebral
durante a fluéncia verbal. No opérculo frontal/insula anterior direita, opérculo
parietal direito e giro temporal medio direito (i.e. regido peri-Silviana), o alelo
Vall58 mostrou-se associado a uma menor ativacio que o Metl58 em individuos
saudaveis, mas o inverso ocorreu nos doentes com esquizofrenia (FDR no cérebro
inteiro p<0.05). O grifico representa a ativacao durante a geracao de palavras
subtraida a obtida durante a repeticio de palavras num voxel do opérculo parietal
direito (representativo de toda a regiao peri-Silviana) em cada grupo genotipico
e diagnéstico e em dois graus de dificuldade da tarefa. E de notar que o efeito
do gendtipo em cada grupo foi o mesmo em ambas as versdes de dificuldade
da tarefa e que os heterozigotas mostraram um nivel de ativacio intermédio
relativamente aos dois grupos homozigotas, como esperado sendo os alelos co-
dominantes. (M=Met158; V=Vall158)
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Esta diferenca entre sujeitos saudaveis e doentes, em termos do efeito
do COMTVall58Met, foi responsavel por 13% da variancia inter-individual
e € de particular interesse sendo que levanta a possibilidade de a distri-
buicao de gendtipos em amostras de doentes e individuos saudaveis poder
influenciar o padrao de diferencas entre ambos os grupos diagnodsticos,
sendo for tida em conta (2006b). Esta é também a primeira evidéncia de
um efeito do COMTVall58Met em areas temporais e insulares do cérebro,
sendo que estudos prévios (usando o paradigma da memoéria de traba-
lho) apenas reportaram efeitos nos cortices pré-frontal, dorso lateral e
cingulado (Bertolino et al., 2006¢; Bertolino et al., 2006b; Bertolino et
al., 2004; Egan et al., 2001b).

A ressonancia magnética nio pode medir diretamente os niveis de
dopamina. No entanto, dado que a COMT metaboliza a dopamina corti-
cal, diferencas nos efeitos da COMTVall58Met na ativacdo cerebral em
doentes com esquizofrenia e individuos saudaveis podem estar plausivel-
mente relacionadas com a diferenca entre ambos os grupos em termos
de atividade dopaminérgica cerebral. A fun¢io dopaminérgica anormal é
uma caracteristica patofisiologica fundamental da esquizofrenia, havendo
robusta evidéncia in vivo de uma acrescida libertacio e disponibilidade
sinaptica de dopamina no estriado (revisto em Howes et al., 2007; Abi-
-Dargham, 2004). Esta hiperatividade dopaminérgica estriatal esta efe-
tivamente correlacionada com uma alterada ativacao cortical durante
tarefas cognitivo-executivas (Meyer-Lindenberg et al., 2002), sendo que
também existe uma correlaciao negativa entre a funcao dopaminérgica no
estriado e o desempenho neste tipo de tarefas cognitivas (em contraste
com uma positiva em individuos saudaveis) (McGowan, Lawrence, Sales,
Quested & Grasby, 2004). Evidéncia indireta de estudos imagiologicos in
vivo indica que tanto a esquizofrenia (AKkil et al., 2003; Abi-Dargham et
al., 2002), como o alelo Val158 da COMT em individuos saudduveis estao
associados a uma reducido de atividade dopaminérgica cortical (Slifstein
et al., 2008), mesmo que nio no mesmo grau.

Os inputs dopaminérgicos modulam a eficiéncia da funcao cortical,
principalmente através dos receptores D1 (Slifstein et al., 2008; Goldman-

-Rakic, Muly, III & Williams, 2000). Esta sintonizacao (‘tuning’) da funcao
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cortical pode ser representada numa curva em U-invertido (Figura 06),
sendo que tanto dopamina a mais como a menos prejudica a fun¢do cor-
tical, o que, comportamentalmente, pode manifestar-se numa desempenho
inferior (Barnett, Scoriels & Munafo, 2008) ou, fisiologicamente, numa
atividade acrescida para o mesmo nivel de desempenho (i.e. uma menor
eficiéncia) (Barnett et al., 2008; Goldman-Rakic et al., 2000).

Para procurar encontrar a razao pela qual observamos este efeito na
area peri-Silviana direita e nio, como seria mais esperado, na homologa
esquerda (que inclui a area de Broca) mais critica para a fluéncia verbal,
realizimos uma analise de conectividade funcional. Esta consistiu numa
busca por todo o cérebro de regides cuja ativaciao estivesse temporalmente
correlacionada com a nossa regiao de referéncia, a per-Sliviana direita.
A regido que encontramos foi justamente a area de Broca, i.e. o opérculo
frontal, insula anterior e giro frontal inferior esquerdos. Esta correlacio
também se mostrou dependente tanto do genotipo para Vall5Met como
do diagnostico. Nos doentes, a conectividade entre as regides foi mais
forte em homozigotas para o Vall158 do que homozigotas para o Met158
(sendo, mais uma vez, intermédia para os heterozigotas), enquanto nos
individuos saudaveis, o inverso se verificou (p<0.001, sem correcao).
O efeito desta interacdo foi responsavel por 20% da variancia inter-
-individual na ativacao da insula anterior. Além de ser uma regiao critica
para a fluéncia verbal foi também justamente aquela na qual haviamos
verificado uma ativa¢iao exagerada nos doentes. Isto sugere que a dife-
renca em termos de efeitos da COMT entre doentes e individuos sauda-
veis pode dever-se ao maior recrutamento da area de Broca nos doentes,
que altera assim a sua influéncia na regiio homoéloga (direita). Alterna-
tivamente, este maior recrutamento pode refletir a necessidade de uma
maior ativacao local de modo a produzir a mesma resposta no hemisfério
direito (Weinberger, Berman & Chase, 1988a), dado que a conectividade
entre os hemisférios € anormalmente elevada na esquizofrenia (Friston
et al., 1995). Tal conectividade comprometida na esquizofrenia é também
passivel de ser susceptivel a um efeito genético (do COMT Vall58Met).

Em conclusio, estes dados sugerem que o efeito do polimorfismo

Vall158Met do gene para a COMT - enzima metabolizadora da dopamina
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- na funcido cerebral durante uma tarefa executiva é diferente em doentes
com esquizofrenia e individuos saudaveis. Tal efeito contrastante detec-
tado na regidao peri-Silviana pode ser devido a uma reduzida atividade
dopaminérgica nesta regiio em esquizofrenia e/ou na area englobando
o opérculo frontal e insula anterior esquerdos (area de Broca) que se
mostrou mais ativo em doentes do quem individuos saudaveis durante a
tarefa. Isto pode refletir a alterada funcio dopaminérgica tipica da esqui-
zofrenia, que por sua vez pode advir de outros factores provenientes ou

causais (genéticos ou ambientais) da doenca.

Modelo da curva em U-invertido
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Niveis de dopamina no cortex

Figura 6. Relacdo putativa entre a atividade dopaminérgica aferente no cortex
(eixo x) e eficiéncia da funcido cortical (eixo y) (Abi-Dargham et al., 2002).
Segundo este modelo, devido a decrescida funcido cortical dopaminérgica na
esquizofrenia, os doentes ficariam situados no lado esquerdo do vértice desta
curva, sendo que, entre eles, os homozigotas para Met158 (os quais metabolizam
a dopamina menos eficazmente) tém niveis de dopamina mais perto do 6timo
comparados com os homozigotas para Vall158 (que por isso ficariam na extrema
esquerda). Os individuos saudaveis, em que a atividade dopaminérgica cortical
nio esta demasiado reduzida, estariam a direita do vértice da curva. Ao limitar
(contrariar) os efeitos nocivos de uma ‘sobrecarga’ de dopamina que levaria a
um racio sinal: ruido menor, é possivel que os individuos saudaveis homozigotas
para Vall58 tenham um nivel de atividade dopaminérgica cortical mais préximo
do 6timo em termos de eficiéncia cortical do que homozigotas para Metl58, e
do que doentes com ambos 0s gendtipos.
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1.1.2. Efeito do DAT - Incluido em Prata et al. Altered effect of
dopamine transporter 3’UTR VNTR genotype on pre frontal and
striatal function in schizophrenia. Arch.Gen.Psychiatry, 2009
Nov; 66 (11): 1162-72. (Prata et al., 2009b)

O transportador pré-sinaptico da dopamina (dopaminetransporter, DAT;
SLC6A3) tem um papel fundamental na regulacio da dopamina central
dada a sua mediacio da recaptacio de dopamina do espaco sinaptico
para o neurénio dopaminérgico pré-sinaptico (Masson et al., 1999). A
sua expressiao ¢ mais alta nos neurénios do estriado, substantianigra e
area tegumental ventral (Sesack & Carr, 2002; Lewis et al., 2001; Ciliax
et al., 1995), embora também seja abundante no talamo e nos coértices
insular, motor, parietal posterior e cingulado posterior (Lewis et al., 2001;
Wang et al., 1995). E expresso em menor grau nos cortices pré-frontal,
cingulado anterior, sensorial primario e occipital (Lewis et al., 2001;
Sesack, Hawrylak, Guido & Levey, 1998; Wang et al., 1995) sendo que
a taxa de recaptacio de dopamina nestas regioes € relativamente baixa
(Wayment, Schenk & Sorg, 2001). Nestas regides com niveis baixos de
DAT, a degradacao intracelular da dopamina pela COMT, e a captacao
por transportadores ndo especificos tais como o transportador da nora-
drenalina (NET) podem ter um papel relativamente maior na regulacao
da disponibilidade sinaptica local da dopamina. Nestas regides o DAT ¢é
também principalmente extra-sinaptico (mais do que intra-sinaptico) e
pode regular antes o transbordo (‘spill-over’) de dopamina para o espaco
extra-sinaptico (Bertolino et al., 2006a; Tunbridge et al., 2006; Cragg & Rice,
2004). O gene humano para o DAT contém um polimorfismo de 40 pares
de bases (bp) (‘variable number of tandem repeats’ ou VNTR) na regiao 3’
nao-traduzida (3 ‘untranslated region’ ou DAT 3’UTR VNTR). Isto leva a
existéncia de varios alelos que tém desde 3 a 11 c6pias da sequéncia de
40 bp, sendo os de 9 e os de 10 cépias os mais comuns (Vandenbergh et
al., 1992). Embora este polimorfismo nio afecte a estrutura da proteina
(Vandenbergh et al., 2000), pode influenciar a transcricao (de ADN para
mARN, i.e, acido ribonucleico mensageiro). Quatro estudos independentes

(VanNess, Owens & Kilts, 2005; Mill, Asherson, Browes, D’Souza & Craig,
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2002; Fuke et al., 2001; Heinz et al., 2000) descobriram que o alelo 10
estava associado a uma maior expressao do DAT, embora tenha havido
um estudo que encontrou niveis mais baixos de expressio (van Dyck et
al., 2005) e outro que nao encontrou associacao (Martinez et al., 2001).
Este polimorfismo também ja foi associado a doenca de Parkinson’s (Le
Couteur, Leighton, McCann & Pond, 1997), ao alcoolismo (Muramatsu &
Higuchi, 1995), ao défice de atencao e hiperatividade (Faraone et al.,
2005; Gill, Daly, Heron, Hawi & Fitzgerald, 1997) e ao sindroma de Tou-
rette (Diaz-Anzaldua et al., 2004; Comings et al., 1996). Estudos prévios
de imagiologia funcional usando paradigmas de memoria em individuos
saudaveis também ja reportaram um efeito do DAT 3’UTR VNTR na ativacao
pré-frontal e uma interacao entre este efeito e o do COMT Vall58Met na
mesma regiao (Bertolino et al., 2008; Caldu et al., 2007; Yacubian et al.,
2007; Bertolino et al., 2006a). Esta interacio também ja foi identificada
na ativacao do hipocampo e do estriado durante tarefas de memoria e
de recompensa, respectivamente (Bertolino et al., 2008).

Tal como para a COMT Vall58Met no estudo acima, usamos imagiologia
de ressonancia magnética para examinar a influéncia do DAT 3’UTR VNTR
na ativacdo cerebral regional durante uma tarefa de fluéncia verbal e para
avaliar até que ponto esta pode estar alterada na esquizofrenia devido
ao seu caracteristico desequilibrio dopaminérgico. Porque expressam
niveis mais altos de DAT (Sesack et al., 2002; Lewis et al., 2001; Wang et
al., 1995; Ciliax et al., 1995), e estio fundamentalmente envolvidos na
fluéncia verbal (Fu et al., 2002; Curtis et al., 1998), n6s previmos que
DAT 3’UTR VNTR modularia ativacao no estriado, talamo e insula e, de
acordo com isso, restringimos esta analise a rede de areas do cérebro
significativamente mais ativadas durante a geracio de palavras (apo6s
subtracao da ativacao durante a repeticio de palavras). A nossa segunda
hipétese é que este polimorfismo tem um efeito diferente em doentes
com esquizofrenia e individuos saudaveis em duas areas em que ha boa
evidéncia de que a funcao dopaminérgica esta perturbada na esquizofrenia:
o estriado (Meyer-Lindenberg et al., 2002; Bertolino et al., 2000; Grace,
2000; Laruelle, 2000) e o cortex pré-frontal dorso lateral (Abi-Dargham et
al., 2003; Akil et al., 1999; Weinberger, Berman & Chase, 1988b). Embora
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este ultimo nao expresse niveis muito altos de DAT esta conectado ao
estriado através do circuito cortico-talamico-estriatal (Caldu et al., 2007;
Bertolino et al., 2006a), e ji foi reportado que esta variacio no DAT
influencia a ativacao em ambas as areas (Caldu et al., 2007; Yacubian et
al., 2007). Adicionalmente, o coértex pré-frontal é uma area onde ja se
demonstrou robustamente uma alterada ativacao na esquizofrenia durante
a fluéncia verbal e outras tarefas cognitivas (Abi-Dargham et al., 2003;
AKil et al., 1999; Weinberger et al., 1988b). De acordo com esta hipotese,
restringimos esta analise a coordenadas do estriado e do cortex pré-frontal
em que um efeito deste polimorfismo foi encontrado em estudos prévios
independentes (Caldu et al., 2007; Yacubian et al., 2007).

A nossa hipotese de que uma variacao no DAT influenciaria a ativa-
cao especificamente relacionada com a fluéncia verbal foi confirmada na
insula esquerda e no nucleo caudato (parte do estriado). Em ambas estas
regioes, o alelo 10 esteve associado a uma maior ativacio do que o alelo
9 em ambos os individuos saudaveis e doentes (Figura 6). Tal pode ser
interpretado em termos de efeitos da dopamina na eficiéncia da funcao
cortical. De acordo com este modelo, o alelo 10 favorece a producio de
mais DAT do que o alelo 9 e portanto a remoc¢iao mais rapida de dopamina
da sinapse, reduzindo-a para um nivel sub-6timo em termos da eficiéncia
da funcao cortical o que leva a hiper-ativacao (Abi-Dargham et al., 2003;
AKil et al., 1999; Weinberger et al., 1988b). Esta € a primeira evidéncia de
um efeito de um polimorfismo no DAT na funcido da insula em humanos,
sendo que o mesmo efeito ja tem sido reportado no hipocampo (em inte-
racio com a COMT Vall58Met) e no cortex pré-frontal (Bertolino et al.,
2008; Caldu et al., 2007; Bertolino et al., 2006a). O nucleo caudato é um
local de terminacdo das projecdes dopaminérgicas centrais provenientes
do tronco cerebral (Lindvall & Bjorklund, 1978). O grau até ao qual o
modelo de ‘sintonizaciao’ dopaminérgica da eficiéncia cortical (curva em
U-invertido) é aplicavel ao estriado ainda nio € claro.

Verificou-se uma tendéncia para o alelo 10 estar associado a uma maior
desativacao durante a geracido de palavras comparado com o alelo 9 no
cortex cingulado anterior rostral (Figura 7). O envolvimento relativamente

maior desta regido durante a repeticao verbal de palavras (em contraste
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com a geracdo) pode estar relacionado com o seu envolvimento na rede
basal (‘default network’) que medeia processos internamente gerados
durante condi¢des base (‘low level baseline conditions’) (McKiernan et
al., 2006; Binder et al., 1999). A direciao do efeito do DAT 3’'UTR VNTR'’s
na ativacao do cingulado é a mesma que a de um estudo prévio, embora
este tenha sido numa parte mais dorsal do cingulado durante a memoria
de trabalho (Bertolino et al., 2006a).

Consistentemente com a nossa hipotese de uma interacao entre genotipo
e diagnostico, detectamos uma no giro frontal medio esquerdo (Figura 8).
Nesta regiao houve uma ativaciao significativamente maior nos doentes
com o alelo 9 do que os doentes homozigotas para o alelo 10, mas uma
resposta semelhante nos dois grupos genoétipos saudaveis. O facto deste
efeito do genoétipo ser evidente em doentes com esquizofrenia, sendo
responsavel por mais do que um quinto da variancia inter-individual
(21.5%), mas nao em individuos saudaveis, levanta a possibilidade de
que o efeito do alelo 9 interage com outros factores que contribuem
para a perturbacio da funcao dopaminérgica na doenca. Pensa-se que
na esquizofrenia a atividade dopaminérgica esta aumentada no estriado
mas decrescida no cortex (Laruelle & Abi-Dargham, 1999; Laruelle, bi-
-Dargham, Gil, Kegeles & Innis, 1999; Abi-Dargham et al., 1998; Breier
et al., 1997). O DAT esta presente em niveis relativamente baixos no
cortex pré-frontal mas € abundante no estriado (Lewis et al., 2001; Ciliax
et al., 1995) e portanto os efeitos que observamos no cortex pré-frontal
podem ser secundarios aos efeitos do DAT no estriado. O estriado recebe
input dopaminérgico da substantianigra e da area tegumental ventral e
o DAT remove a dopamina do espaco intra-sindaptico nestes terminais,
reduzindo a estimulacao dos receptores da dopamina que no estriado sao
predominantemente D2 (Sesack & Pickel, 1992; Camps, Cortes, Gueye,
Probst & Palacios, 1989; Cortes, Gueye, Pazos, Probst & Palacios, 1989).
A estimulacao destes receptores leva a efeitos inibitorios no tilamo, que
projeta até ao cortex pré-frontal. Um decréscimo na atividade do DAT
associado ao alelo 9 pode portanto aumentar os niveis dopaminérgicos
sinapticos e, como consequéncia, a estimulacio D2 no estriado, inibindo

o talamo e decrescendo o input excitatério no cortex pré-frontal que
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pode diminuir demasiado o racio sinal: ruido (‘signal-to-noise’) e assim
afasta-lo do 6timo, nesta area. Na esquizofrenia, é possivel que uma
atividade dopaminérgica aumentada no estriado esteja a ser amplificada
nos doentes com o alelo 9 (que permite maior abundancia de dopamina
intra-sindptica no estriado), o que pode aumentar ainda mais os niveis
de dopamina e a inibi¢io no talamo, levando a uma marcada reduciao do
racio sinal: ruido nos neurénios piramidais pré-frontais (Tanaka, 2000).
Tal pode ser responsavel pela acrescida ativaciao pré-frontal que detec-

tamos em doentes.

a) ‘ Individuos saudaveis ‘ ‘ Doentes com esquizofrenia
15 T )
| | |
| | |
| | |
T 1 1 |
= | | I
= 1 1 I
< | | I
8 osf | : :
g F ‘l 1 i
| I
E
AN R [ [ ]
= 101
£ aeagro 1910 10110 L J 1010 o oeono 1910
s 9/989/10
9/989/10
4L
b)
‘ Individuos saudaveis ‘ ‘ Doentes com esquizofrenia
2
T i
1 1 1
A | | |
| | |
| | |
0 | 1 1
z L J O
g
o
B, 9/989/10
£ 9/989/10
E
Eef
T | oma9no 9/989/10
a4l 10110
28 10110 10110
10/10

Figura 7. Efeito principal de um polimorfismo no gene codificador do transpor-
tador da dopamina (DAT 3’UTR VNTR) na ativacdo cerebral durante a geracio
relativamente a repeticio de palavras. a) Homozigotas para o alelo 10 mostra-
ram major ativacao na insula esquerda (no grafico), no nucleo caudato direito
(correcao para volume restrito FWEp< 0.05) e na insula direita (p < 0.001, sem
correcdo) durante a geracao de palavras do que os portadores do alelo 9. b) No
giro cingulado anterior, os homozigotas para o alelo 10 mostraram maijor desa-
tivacdo durante a geraciao de palavras que os portadores do alelo 9 (p< 0.001,
sem correc¢io).
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Uma interaciao semelhante foi evidente no nucleo acumbente esquerdo
(Figura 8). Nos individuos saudaveis, esta regido esteve mais ativa durante
a repeticio do que a geracdo verbal nos portadores do alelo 9, no entanto
nio houve diferenca entre as fases da tarefa nos homozigotas para o
alelo 10. O inverso aconteceu nos doentes. Como discutido em relacio
a interaciao no cortex pré-frontal, na esquizofrenia, a atividade dopami-
nérgica acrescida no estriado pode alterar o impacto da variacao no DAT
nos niveis locais de dopamina, produzindo o efeito oposto na ativacio

em doentes (em comparac¢io com os individuos saudaveis).
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Figura 8. Interacio entre o efeito de diagndstico e o do DAT 3’UTR VNTR na
ativacao durante a geracao relativamente a repeticio de palavras no giro frontal
médio esquerdo (a) e no estriado ventral esquerdo (nucleo acumbente) (b). O
efeito do gendétipo em individuos saudaveis foi significativamente diferente da-
quele nos doentes com esquizofrenia (correcio para volume restrito FWEp<0.05).
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Em conclusio, estes dados sugerem que o efeito da variacio no gene
para o DAT, na funcao cerebral regional durante processos executivos
¢é diferente em doentes com esquizofrenia comparados com individuos
saudaveis e que tal pode refletir a funcio dopaminérgica alterada na

esquizofrenia.

1.1.3. Efeito da interacio DAT x COMT - Incluido em Prata D. P. et
al. Epistasis between the DAT 3’ UTR VNTR and the COMT
Vall58Met SNP on cortical function in healthy subjects and
patients with schizophrenia. Proc.Natl.Acad.Sci. U S A., 2009
Aug 11; 106 (32): 13600-5. (Prata et al., 2009a)

Também investigamos se haveria epistase (i.e. interaciao) entre DAT
3’UTR VNTR e COMT Vall58Met na funcido cortical na mesma amostra
de individuos saudaveis e doentes com esquizofrenia e com os mesmos
dados imagiol6gicos usados acima (i.e. para a fluéncia verbal) (Tanaka,
2006). Em suma, houve uma interacao entre ambos os polimorfismos na
ativacdo do giro supramarginal esquerdo independentemente do grupo
diagnostico bem como no grupo de individuos saudaveis. Nesta regiao,
uma ativacao relativamente maior foi detectada apenas quando os homo-
zigotas para Met158 da COMT também possuiam o alelo 9 do DAT, ou,
em reverso, quando os homozigotas para o Val158 também o eram para
o alelo 10. Além disso, houve uma significativa intera¢io diagndstico
x COMT x DAT no giro orbital direito, onde, apenas em doentes, uma
maior ativacdo estava associada a co-ocorréncia dos alelos 9 e Vall58 e
a co-ocorréncia dos alelos 10 e Met158. Estes dados demonstram que os
genes COMT e DAT interagem nao aditivamente para modular a funcao
cortical durante processos executivos e além disso que este efeito esta
significativamente alterado na esquizofrenia, o que, embora ainda nao
seja claro como, pode, mais uma vez, refletir a funcio dopaminérgica

anormal na doenca.
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1.1.4. Efeito do DISC1 - Incluido em Prata D. P. et al. Effect of
disrupted-in-schizophrenia-1 on pre-frontal cortical function. Mol
Psychiatry2008 Oct; 13(10): 915-7, 909. (Prata et al., 2008) e
Prata D. P. ef al. No association of Disrupted-in-Schizophrenia-1
variation with prefrontal function in patients with schizophrenia
and bipolar disorder. Genes Brain Bebav., 2011 Apr; 10(3):
276-85. (Prata et al., 2011)

Varios estudos de linkage e associacio genética tém implicado o
gene Disrupted-in-Schizophrenia-1 (DISC1) na susceptibilidade para a
esquizofrenia e doenca bipolar (Porteous, Thomson, Brandon & Millar,
2006) mas relativamente pouco se sabe do seu efeito na func¢io cerebral.
A proteina DISC1 é expressa nos centrossomas, mitocondrias, citoplasma
das dendrites pos-sindpticas e nas fibras-stress de actina dos neurdnios
corticais (Porteous et al., 2006). Interage com proteinas envolvidas na
divisdo celular, organizaciao do transporte intracelular, incluindo a PDE4B,
que esta ligada a aprendizagem e memoria e a Ndell, uma reguladora-
-chave na migracao neuronal e um alvo putativo da acio dos antipsico-
ticos (Porteous et al., 2006). Um knock-down do gene DISC1 perturba o
crescimento axonal in vitro (Porteous et al., 2006) e a migracao neuronal
cortical e arborizacao dendritica in vivo (Porteous et al., 2006). Sobre-
-expressao do DISC1 leva a um maior crescimento axonal in vitro (Porteous
et al., 20006), enquanto a expressio de DISC1 humano mutante em ratos
esta associado a anomalias comportamentais, alargamento ventricular e
atenuacdo do crescimento axonal (Porteous ef al., 20006).

Testamos a hipdétese de que uma variacio neste gene de risco para
a esquizofrenia (e doenca bipolar) teria um impacto na funcao cerebral
durante a fluéncia verbal, usando fMRI. Selecionamos o polimorfismo
Ser704Cys codificado pelo SNP rs821616 porque, dos polimorfismos
nao-sinénimos (que se traduzem numa mudanca na cadeia de ami-
noacidos), este € o unico na DISC1 até a data a ter demonstrado um
impacto funcional ao nivel molecular (Gur, Keshavan & Lawrie, 2007).
Além disso, em estudos de associacao genética, o Ser704Cys também

esta associado a susceptibilidade para a esquizofrenia (Hashimoto et al.,
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20006). Estudos de neuroimagiologia também sugerem que tem efeitos
na estrutura ou funcio de regides cerebrais que estao implicadas nas
doencas psicéticas tais como a matéria branca frontal (Callicott et al.,
2005), o giro cingulado anterior (Hashimoto et al., 2006), e o hipocampo
(Hashimoto et al., 20006).

Nos individuos saudaveis, observamos que tanto os homozigotas para
o Ser704 como os portadores do Cys704 mostraram ativacao bilateral no
cortex pré-frontal durante a fluéncia verbal com maior envolvimento do
hemisfério esquerdo do que o direito (Figura 9). No entanto a ativacido
dos homozigotas para o Ser704 foi significativamente maior que a dos
portadores do Cys704, particularmente nos giros frontais superiores e
médios esquerdos. No voxel onde o efeito foi maximo, o gendtipo foi
responsavel por 13% da variancia inter-individual. Diferencas adicionais
foram evidentes na parte homoéloga do giro frontal superior no hemis-
fério direito e no cortex frontal inferior e cingulado, talamo e nucleo
caudato esquerdos. Nao houve areas significativamente mais ativadas nos

transmissores do Cys704 do que nos sujeitos homozigotas para o Ser704.

a) b)
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contrast estimate at [28, 4%, 14]
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Figura 9. Efeito do polimorfismo DISC1 Ser704Cys na funcdo pré-frontal de indi-
viduos saudaveis. Homozigotas para o Ser704 mostraram maior ativacio durante
a tarefa de fluéncia verbal do que os portadores do Cys704 no cortex pré-frontal,
particularmente no hemisfério esquerdo (corre¢io para o cérebro inteiro FDR
p<0.05). Este efeito foi independente da dificuldade da tarefa, sendo evidente
tanto na versao facil como na dificil.
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A maior ativaciao pré-frontal nos homozigotas para o Ser704 num
contexto de um nivel de desempenho igual pode ser interpretado como
uma manifestacao de uma funciao pré-frontal menos eficiente, sendo que
¢ precisa mais ativacdo para chegar ao mesmo resultado comportamen-
tal. (Cannon et al., 2005) Isto é consistente com a associacio do Ser704
a um maijor risco para a esquizofrenia (Winterer & Weinberger, 2004)
e a uma memoéria declarativa deficitaria em esquizofrenia (Callicott et
al., 2005). O polimorfismo Ser704Cys ja fora associado a alteracdes no
volume do cingulado anterior (Callicott et al., 2005), a integridade da
matéria branca frontal (Hashimoto et al., 2006) e a estrutura e a func¢io
do hipocampo (Hashimoto et al., 2006). No entanto, enquanto os efei-
tos do hipocampo foram na mesma dire¢io do que se observa no risco
para a esquizofrenia, o oposto se verificou para os efeitos no volume
do cingulado e integridade da matéria branca frontal. O presente estudo
também detectou efeitos do Ser704Cys na ativacio de regides além do
cortex pré-frontal, incluindo o cértex cingulado, o estriado e o talamo.
Tal como o Ser704Cys, outros polimorfismos na DISC1 podem afectar a
funcao cerebral; de facto, haplotipos no DISC1 (Callicott et al., 2005) e
o Leu607Phe (rs6675281) (Cannon et al., 2005) também ja foram asso-
ciados a alteracoes no volume e densidade da matéria cinzenta no cor-
tex pré-frontal. Em suma, apresentamos a primeira evidéncia de que a
DISC1 modula a funcido pré-frontal em humanos. Isto é consistente com
o papel critico desta regido na patofisiologia das doencas psicéticas e
com observacdes prévias que tornaram este gene um factor de risco dos
mais robustos na esquizofrenia e na doenca bipolar.

Em doentes com esquizofrenia ou doenca bipolar, nido foi detectado
qualquer efeito significativo do DISC1 Ser704Cys. No entanto, quando os
individuos saudaveis foram contrastados com doentes com esquizofrenia,
houve uma interacao gendtipo x diagndstico numa das areas em que se
detectou um efeito em individuos saudaveis: o giro frontal médio e supe-
rior esquerdo (correcao em volume restrito FWE p=0.002). Nesta regiao,
a tendéncia (nao estatisticamente significativa) nos doentes foi contraria
a observada nos individuos saudaveis: os doentes portadores do Cys704

ativaram mais que os doentes homozigotas para Ser704. A auséncia de
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um efeito significativo em doentes pode refletir interacdes dos efeitos

deste polimorfismo na DISClcom os efeitos de variacdes noutros genes

associados com estas doencas e/ou com as consequéncias das préprias

doencas na func¢ao cerebral.

1.2. Implicacoes

Os resultados dos estudos apresentados podem ter implicacoes rele-

vantes na investigacio corrente da funcao cerebral ou do papel de genes

comportamentais na populacio saudavel e na esquizofrenia. Eles provi-

denciam a primeira evidéncia de que:

1

2)

3

O mesmo polimorfismo genético pode ter efeitos opostos em regioes
diferentes do cérebro. Por exemplo, no cortex pré-frontal, a direcao
alélica do efeito do DAT foi oposta ao da insula, possivelmente
refletindo diferencas em termos do grau de expressio média (irres-
pectivamente do gendétipo) do DAT entre regioes do cérebro (Lewis
et al., 2001; Sesack et al., 1998; Wang et al., 1995);

Os genes reguladores da dopamina interagem ndo-aditivamente para
modular a funcgdo cerebral cortical. Dado que estes genes regulam
a disponibilidade sinaptica da dopamina nas mesmas vias neurais,
€ plausivel que o seu impacto seja intrinsecamente interdepen-
dente, especialmente em areas corticais onde ambos sao bastante
expressos;

A fluéncia verbal é um paradigma util para investigar os efeitos de
genes reguladores da dopamina em conjunto com a neuroimagiologia
Suncional. A tarefa envolve varias regidoes do cérebro que tém um
input dopaminérgico substancial incluindo o estriado, o tilamo e
os cortices pré-frontal, cingulado e insular. A maioria dos estudos
prévios endofenotipicos da esquizofrenia tém utilizado outros para-
digmas de memoria de trabalho que recrutam significativamente o
cortex pré-frontal mas ndo a insula. O presente paradigma foi capaz
de revelar um efeito de DAT, COMT e DISC1, individualmente, na

insula;

207



4) O efeito de um gene na funcgdo cerebral pode ser diferente num con-
texto clinico, como a esquizofrenia. Por outras palavras, interacdes
entre o efeito de um determinado variante genético e o efeito da
doenca no cérebro podem ser frequentes. Por exemplo, o alelo
Val158 da COMT mostrou estar associado a uma maior ativacio da
area cortical peri-Silviana durante a fluéncia verbal em contraste
com Met158 mas apenas em doentes com esquizofrenia, enquanto

o oposto de verificou em individuos saudaveis.
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