Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
Faculdade de Biociéncias

Programa de Pés-Graduacio em Biologia Celular e Molecular

MATIAS NUNES FRIZZO

ESTUDO ASSOCIATIVO ENTRE O POLIMORFISMO MITOCONDRIAL
C7028T E A MUTACAO MITOCONDRIAL C6489A E ESQUIZOFRENIA

Porto Alegre/2007



PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE BIOCIENCIAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E
MOLECULAR

ESTUDO ASSOCIATIVO ENTRE O POLIMORFISMO
MITOCONDRIAL C7028T E A MUTACAO
MITOCONDRIAL C6489A E ESQUIZOFRENIA

POS-GRADUANDO:
MATIAS NUNES FRIZZO

ORIENTADOR:
DIOGO RIZZATO LARA

CO-ORIENTADOR:
MAURICIO REIS BOGO

Porto Alegre, RS
Abril/2007



PONTIFiCIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE BIOCIENCIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOLOGIA CELULAR E
MOLECULAR

ESTUDO ASSOCIATIVO ENTRE O
POLIMORFISMO MITOCONDRIAL C7028T E A
MUTACAO MITOCONDRIAL C6489A E
ESQUIZOFRENIA

Dissertacdo apresentada ao Programa
de P6s-Graduagcdao em Biologia Celular
e Molecular, Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul, para
obtencdao do titulo de Mestre em
Biologia Celular e Molecular pelo
PPGBCM-PUCRS

Poés-Graduando: Matias Nunes Frizzo
Orientador: Diogo Rizzato Lara
Co-orientador: Mauricio Reis Bogo

Porto Alegre
Rio Grande do Sul — Brasil
Abril/2007



AGRADECIMENTOS

Aos Doutores Diogo Rizzato Lara e Mauricio
Reis Bogo pela gqualificada e presente orientag¢do
desta dissertagdo.

Aos demais professores e funciondrios da
Faculdade de Biociéncias da PUCRS.

A Professora Dra. Ivana Beatriz Méanica da
Cruz.

A todos os colegas do Centro de Biologia
Genémica e Molecular pela ajuda oferecida para
desenvolver este projeto.

As estagidrias Roseana Boek e Talita C. B
Pereira pela ajuda no desenvolvimento deste
trabalho.

Aos colegas Siomara Dias da Costa Lemos,
Paula Heinen, Mdrcia Kober, Juliana Fredo, Paulo
Raimann, Paulo Falavena, José L. Ferraro e Fdbio
Marito.

Ao meu pai, Paulo Afonso Frizzo, pelas li¢oes
de vida, e minha mde, Marisa Nunes Frizzo, pelo
apoio.

A minha amada, companheira e grande

incentivadora Luciane Nedel.



SUMARIO

1 ESQUIZOFRENIA....citiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiiattttatttastsasssasessssassasassssans 9
P R = B 10 3 PP 9
0 G0 4 5 o P 10
1.3 Epidemiologia. ..o 11
1.4 Inicio da doenca € 0s principais SINTOMAS .....oviirriiriiireeraaniaineannaannnns 12
T D BT 74 1 1o 1 4 [T o T 14
1.6 Curso da doenga e tratamento farmacolOgico .......oovviviiiiiiiiiiiiiniann.n. 15
1.7 Causas da eSqUIZOTTeNnia....ocoiiiiiii it 17
1.8 Marcadores Moleculares da Esquizofrenia..............ccooovviiiiiiiiiiinn... 19

2 MITOCONDRIA...ccciiiiimriieiiiiiitieeeiiirteeeseeiierteeessesnrteeessssnsaeeesssnnns 22
2.1 Producdo de energia aerdbica .....c.ovuiiiniiiiiiiiii i 22
2.2 Hipo6tese Endossimbidtica, Multiplicacdo e Heranga ......................... 23
2.3 DNA e Genoma Mitocondrial .........coooiiiiiiiiiii 24
2.4 Mutagdes no DNA mitocondrial causam varios disturbios genéticos no
103 503 0 26

3 CITOCROMO C OXIDASE ..cuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiectiecncnecncnees 30
3.1 Funcao da citocromo ¢ oxidase na mitocoOndria.......................oooeeenne. 30
3.2 Polimorfismos da citocromo ¢ OXidasSe ......oceviiriiniiiiiiiiiiiieiaeannnn. 31
3.3 Polimorfismos do Citocromo Oxidase gene 1 - C6489A e C7028T...... 33

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ouuuviiiiiieiiiiiiiiiineeeeeeeeeeeeeeeeennnns 35

ORIGINAL ARTICLE .c.uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiittiiecisesaisesatsesassasasnsses 45

CONSIDERACOES FINAIS .utuuttuitutiuieieneerieeeeneeseeeeeseessesessessssrnesnesnns 66



ESTUDO ASSOCIATIVO ENTRE 0 POLIMORFISMO
MITOCONDRIAL C7028T E A MUTACAO MITOCONDRIAL C6489A E
ESQUIZOFRENIA

P6s-Graduando: Matias Nunes Frizzo'
Orientador: Prof. Dr. Diogo Rizzato Lara’
Co-orientador: Prof. Dr. Mauricio Reis Bogo®

RESUMO

A esquizofrenia ¢ uma doenc¢a neuropsiquiatrica grave que atinge
aproximadamente 1% da populacdo mundial. Gera um enorme custo social
direto (hospitalizacdes, atendimentos, medicacdes) e indireto
(improdutividade, repercussdes familiares). A esquizofrenia ¢ uma doenca
complexa e multifatorial, com alta herdabilidade (cerca de 80%). Nas décadas
passadas, varias pesquisas realizadas com familiares demonstraram uma
correlagdo linear e direta entre o grau de parentesco e os riscos de surgimento
da esquizofrenia. A mitocondria ¢ o maior sitio de producdo de energia na
célula e, por esta razao, mutagdes no DNAmt (dele¢cdes e/ou polimorfismos)
podem causar alteragdes no metabolismo mitocondrial, ocasionando danos aos
tecidos. Alteragdes na producdo de energia podem implicar em muitas
doencgas neurodegenerativas, como, por exemplo, o Mal de Parkinson,
Alzheimer e a Esclerose Amiotrofica Lateral. Algumas mutagdes no DNAmt
diminuem a atividade da citocromo ¢ oxidase e podem estar relacionadas com
o aumento do risco para esquizofrenia na populagdo. No presente trabalho, foi
investigada a prevaléncia de alelos em dois polimorfismos no DNAmt de
pacientes esquizofrénicos e de controles. Foram analisados os polimorfismos
C6489A e C7028T presentes no gene CO1l que codifica para a citocromo c¢
oxidase. Foram utilizados oligonucleotideos especificos com o objetivo de
amplificar as regides polimdrficas. Os produtos de PCR foram purificados e
seqiienciados (MegaBACE 1000 / GE Helthcare '™), ¢ as seqiiéncias geradas

analisadas, utilizando o programa Chromas versdao 2.31. Foram analisados 80
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pacientes esquizofrénicos e 80 controles. Na andlise estatistica, foram
utilizados o teste Q quadrado e Teste T de Student de uma via. Foram
considerados significantes somente os resultados com p<0,05. Nao foi
encontrado o alelo mutante A, na regido mutada C6489A. Em relagcdo ao
polimorfismo C7028T, dos 80 pacientes, 64% apresentam o alelo mutante T e,
entre os controles, este alelo esta presente em 55% individuos. Foi encontrada
significativa associacdo entre o alelo T e o risco para desenvolver
esquizofrenia. Verificou-se que o alelo T pode ser considerado um fator de
risco para esquizofrenia, j4 que, na comparac¢dao com o alelo C, ele ¢ mais de
trés vezes prevalente no grupo de pacientes esquizofrénicos. Dessa forma,

demonstrou-se uma forte associagdo entre a esquizofrenia e o alelo mutante T.



ABSTRACT

Schizophrenia is a serious neuropsychiatric disease that affects nearly
1% of the world population. It generates enormous direct (hospitalizations,
medical care, medications) and indirect (lack of productivity, familiar
repercussions) social cost Schizophrenia is a complex and multifactor illness,
with high heritability (around 80%). In the past decades, some research done
with the families had demonstrated a linear and direct correlation between the
degree of kinship and the possibility for schizophrenia. The mitochondria are
the largest site of energy production in the cell and for this reason mutations
in DNAmt (deletion and/or polymorphisms) can cause alterations in
mitochondrial metabolism, causing tissue damage. Alterations in energy
production can cause many neurodegenerative disorders as, for example,
Parkinson, Alzheimer and Amyotrophic Lateral Sclerosis. Some DNAmt
mutations diminish the citochrome ¢ oxidase activity and can be related to
increased risk of schizophrenia in the population. In the present work, we
investigated allele prevalence in two polymorphisms in the DNAmt of
schizophrenic and control patients. We analyzed the C6489A and C7028T
polymorphisms in the CO1 gene that codifies the cytochrome c oxidase.
Specific oligonucleotides were used with the objective of amplifying the
polymorphic regions. The PCR products were purified and sequenced
(MegaBACE 1000/GE Helthcare TM) and the generated sequences analyzed
using the Chromas v2.31 program. Eighty (80) schizophrenic patients and 80
controls were analyzed. In the statistic analysis, the Q square test and Student
T Test were used. The results with p<0.05 had been considered significant.
The mutant A allele in the polymorphic region C6489A was not found. In
relation to the C7028T polymorphism, 80 schizophrenic patients and 80
controls were analyzed. In the 80 patients, 64 present the mutant T allele, and
55 in the control samples. Significant association was found between the T
allele and the risk to develop schizophrenia. We verified that the T allele can
be considered a risk factor for schizophrenia, since that, in comparison with

the C allele, it is three times more incident in the schizophrenic patients



group. In this way, we demonstrated a strong correlation between

schizophrenia and the mutant T allele.



1 ESQUIZOFRENIA

1.1 Historia

Historicamente, a defini¢do dessa doencga foi criada por Emil Kraepelin,
em 1896, que chegou a sua classificacdo, baseando-se nos sinais do
desenvolvimento da esquizofrenia em estado relativamente precoce (Preacox)
e da progressiva deterioracdo dos doentes (Dementia) (PALHA; ESTEVES,
1997).

O primeiro a utilizar o termo esquizofrenia foi o psiquiatra suico,
Eugen Bleuler, em 1911, para designar os pacientes que tinham as
caracteristicas de desligamento em seus processos de pensamento e resposta
emotiva (STOTZ-INGENLATH, 2000).

O que Bleuler denominava esquizofrenia, ou melhor, esquizofrenias
(devido aos subtipos), ndo representava um conceito oposto ao de deméncia
precoce, mas, um aperfeigoamento de duas varidaveis: a dilatagcdao na idade de
inicio do quadro, uma vez que o transtorno poderia aparecer tardiamente e,
sobretudo, uma énfase ndo no processo evolutivo (eventualmente demencial),
mas na valorizag¢do de alguns sintomas que seriam denominados fundamentais
para o diagndstico. Estes constituem os chamados 6 "A": disturbios das
associagcdes do pensamento, autismo, ambivaléncia, embotamento afetivo,
disturbios da atencdo e avoli¢do. Sintomas como delirios, alucinagdes,
distarbios do humor ou catatonia eram considerados ndo essenciais ao
diagnoéstico e, portanto, acessorios (STOTZ-INGENLATH, 2000).

Kraepelin descreveu uma entidade clinica sem definir qualquer sintoma

patognomonico. Ja Bleuler, ao contrario, preocupou-se em definir tais
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sintomas, porém nao falava em uma entidade clinica unica, mas em um "grupo
das esquizofrenias". Em 1948, Schneider langou o trabalho: Sintomas de
primeira ordem (SPO), que exerceu grande influéncia sobre a psiquiatria
britanica, sobretudo na elaboracdo do diagnostico de esquizofrenia pelo
Present State Examination (PSE). O PSE foi a base para o exame de pacientes
com esquizofrenia em muitos paises (SCHENEIDER, 1957; HOENIG, 1995;
KOHL, 1999).

Os conceitos de Kraepelin, Bleuler e Schneider formam a base para a
compreensao de esquizofrenia e fazem parte do cabedal conceitual da
psiquiatria, estando presentes nos critérios diagndsticos que operacionalizam

o conceito de esquizofrenia atualmente (SHEPHERD, 1998).

1.2 Conceito

As esquizofrenias sdo doencas mentais graves que tém dura¢do de seis
meses ou mais, ¢ causam significativos sofrimentos e incapacidades sociais,
vocacionais e pessoais. Apesar de sua apresentacdo estereotipada, talvez
nenhum outro distirbio psiquidtrico tenha se mostrado tdo dificil de ser
definido, identificado e tratado (HARRISON, 2006; ROSS et al., 2006).

A esquizofrenia ¢ uma doeng¢a neuropsiquiatrica grave que atinge,
aproximadamente, 1% da populacdo mundial (BUSNELLO et al, 1993;
MURRAY & LOPEZ, 1996). Apresenta taxas de suicidio 20 vezes maiores,
expectativa de vida, aproximadamente 20% menor que a da populacdo em
geral (NEWMAN & BLAND, 1991). Acarreta um enorme custo social direto

(hospitalizacdes, atendimentos, medica¢des) e indireto (improdutividade,
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repercussdes familiares), demonstrado pelo fato de, no Brasil: ocupar 30%
dos leitos psiquiatricos, ou 100 mil leitos/dia; representar o segundo lugar das
primeiras consultas psiquidtricas ambulatoriais (14%) e o 5° lugar na
manutencdo de auxilio-doenca (LARA & ABREU, 2000). Nos EUA, a
esquizofrenia representa um custo anual de $40 bilhdes de doélares
(CARPENTER & BUCHANAN, 1999).

Apesar das causas exatas ainda nao terem sido estabelecidas , esta claro
de que se trata de um transtorno de etiologia multifatorial. As alteracgdes
cerebrais sdo tanto de ordem quimica como estrutural. Em alguns casos,
alteracdes induzidas por virus e traumas encefdlicos durante os primeiros

meses de vida podem ser fatores relevantes (LARA & ABREU, 2000).

1.3 Epidemiologia

Uma revisdao de varios estudos epidemioldgicos estimou a prevaléncia
da esquizofrenia em cerca de 1% da populacao (REGIER, 1988). Em recente
revisdo da Organizagcao Mundial da Satde (OMS) sobre o impacto mundial da
doenga, Murray & Lopez (1996) relataram uma taxa de prevaléncia de 0,92%
para homens e 0,9% para mulheres. Taxas de prevaléncia mais elevadas
(proximas a 1%) também foram relatadas em estudos realizados na América

Latina e no Brasil (VICENTE et al., 1994; ALMEIDA et al., 1992).
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1.4 Inicio da doen¢a e os principais sintomas

Habitualmente, a esquizofrenia se manifesta durante a adolescéncia ou
inicio da idade adulta (15-35 anos), com um pico de incidéncia mais precoce
em homens, com a primeira admissao hospitalar em média aos 25 anos, do que
em mulheres que, em média, sdo internadas pela primeira vez aos 30 anos
(KELLY et al, 2005). No entanto, naqueles com histéria familiar positiva para
transtornos psicoticos em parentes de primeiro grau, a manifestacdo da
esquizofrenia ¢ mais precoce ¢ nao ha diferenca entre os sexos quanto a idade
de inicio (ALBUS et al, 1994).

Sintomas comportamentais sutis e progressivos, que determinam
dificuldades de adaptacao familiar, social e ocupacional, acompanhados por
uma maior rigidez afetiva, geralmente precedem o primeiro episodio
psicoOtico, embora um inicio abrupto, com sintomas psicdticos proeminentes,
possa ocorrer em uma pessoa sem alteragdes adaptativas prévias (GREEN,
2006).

Geralmente, os primeiros sintomas sdo a dificuldade de concentragdo,
estados de tensdo de origem desconhecida, mesmo pela propria pessoa, e
insonia e desinteresse pelas atividades sociais com conseqiiente isolamento
(ALBUS et al, 1994; CARPENTER et al, 1999).

Apoés uma fase inicial que pode durar meses, os sintomas se
aprofundam, o paciente apresenta uma conversa estranha, irreal, passa a ter
experiéncias diferentes e ndo usuais. E possivel que o paciente ja apresente
sintomas psicdoticos durante algum tempo antes de ser levado a um médico

(RIECHER-ROSSLER et al, 2006).
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Os sintomas caracteristicos da esquizofrenia podem ser divididos em
trés principais grupos:

Sintomas positivos: caracterizados por delirios e alucinagdes. As
alucinagdes podem tomar a forma de ver e ouvir coisas que nao existem. As
alucinagodes auditivas, que sao os falsos sentidos de sons, tais como ouvir
vozes, sdo as mais comuns. Ja os delirios sdao alteracdes do pensamento,
muitas vezes com contetido persecutério (paranoide) ou bizarro. Os sintomas
psicdticos ocorrem normalmente na faixa etdria dos 17 aos 40 anos. A maioria
dos pacientes, entretanto, exibe alguma evidéncia de esquizofrenia antes do
primeiro episddio psicotico. Depois deste acontecimento inicial, a ocorréncia
destes sintomas psicoticos ocorre esporadicamente e ¢ intercalado por
periodos de remissdao (American Psychiatric Association, 1994).

Sintomas negativos: freqlientemente ocorrem cedo no processo da
doenca. Podem coexistir com os sintomas positivos e tipicamente persistem
apos estes serem tratados. Os sintomas mais comuns sdo embotamento afetivo,
avoli¢do, anedonia e alogia. Tais sintomas refletem a diminui¢do da auto-
estima, falta de emogdes, entonacdes de voz e perda geral do interesse pela
vida. Os sintomas negativos tendem a ser mais comuns em pacientes mais
velhos do que nos mais jovens (American Psychiatric Association, 1994).

Sintomas desorganizados: incluem a falta de ateng¢do, pensamento e
fala desorganizados, comportamento desorganizado ou catatdnico e afeto
inadequado. Por vezes, a descontinuidade entre as idéias pode ser tdo extrema
que o discurso do paciente pode tornar-se incoerente. Danos cognitivos podem

ocorrer ao longo do desenvolvimento de outros sintomas, como, por exemplo,



14
as alucinagdes que podem aparecer esporadicamente (American Psychiatric

Association, 1994).

1.5 Diagnéstico

Nao hd um exame que diagnostique precisamente a esquizofrenia. O
diagnoéstico € feito pelo conjunto de sintomas que o paciente apresenta e pela
historia como esses sintomas surgiram e se desenvolveram. Algumas técnicas
de mapeamento cerebral tém sido pesquisadas no intuito de detectar ou
determinar se partes do cérebro podem apresentar sinais de perda tecidual ou
se estas estruturas anormais se correlacionam a sintomas especificos.
(BADURA et al, 2001; SANCHES, 2004).

A utilizacdo de Ressondncia Magnética, tanto estrutural quanto
funcional, tornou-se uma ferramenta particularmente valiosa para avaliar o
cérebro com um grau de detalhamento maior. Outra técnica de mapeamento ¢
a tomografia computadorizada de emissdo de pdsitrons, que pode proporcionar
as informac¢des de fluxo sangiiineo e metabolismo cerebral (BADURA et al,
2001; SANCHES, 2004).

De acordo com o Diagnostic and Statistical Manual (DSM-IV) da
Associacdo Americana de Psiquiatria, a esquizofrenia ¢ diagnosticada
havendo pelo menos 2 dos 5 tipos de sintomas: alucinag¢des, delirios,
desorganizagdo da fala, desorganizacdo do comportamento, e sintomas
negativos. Uma vez preenchidos esses critérios, o individuo esquizofrénico
tem de mostrar uma deterioragdo a partir de um nivel anterior de

funcionamento, em areas como trabalho, relagdes sociais e¢ cuidados de si
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mesmo. Para se firmar o diagnostico, os sintomas devem provocar disfunc¢ao
social/ocupacional e persistir por um minimo de 6 meses. O uso/efeito de
substancias (drogas de abuso ou medicamentos) devem ser excluidos para
realizar o diagnéstico (American Psychiatric Association, 1994).

Segundo o “Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders”
(DSM-IV 1994), a esquizofrenia ¢ classificada nos seguintes subtipos,
conforme a manifestagcao sintomatica: parandide, desorganizada, catatOnica,
indiferenciada e residual. O curso longitudinal da doeng¢a ¢ variado, com
melhor prognodstico entre as mulheres e para o subtipo parandéide (American

Psychiatric Association, 1994).

1.6 Curso da doenca e tratamento farmacologico

A instituicdo de um tratamento farmacoldégico adequado melhora
significativamente a sintomatologia em aproximadamente, 70% dos pacientes
(LARA & ABREU, 2000). As drogas antipsicdticas ndao sdo muito bem
sucedidas na reduc¢do dos sintomas negativos, embora os pacientes possam
demonstrar um menor isolamento em virtude da reducdao dos sintomas
psicdticos. J& a sintomatologia positiva em geral tem melhora significativa,
(GRANT & KIM, 2006; GARVER, 2006).

De um terco a um quinto dos pacientes com esquizofrenia ndo
respondem adequadamente ao tratamento com farmacos. Algumas pesquisas
na area mostraram que somente um ter¢co dos pacientes recebem dosagens
corretas, o que influencia fortemente na eficacia do tratamento (BUSNELLO,

1993; GRAWE et al, 2006).
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O tratamento farmacoldgico esta organizado em 7 categorias: (1)
medicag¢des antipsicoticas; (2) medicagdes adicionais para depressao,
ansiedade ou hostilidade; (3) terapia eletroconvulsivante; (4) tratamentos
psicologicos; (5) interveng¢des familiares; (6) reabilitacdo vocacional; (7)
tratamento intensivo comunitario (CAHIR, 2006).

Precocemente diagnosticada e tratada, a esquizofrenia tem melhores
resultados em seu tratamento. Os estudos indicam que pacientes que recebem
drogas antipsicOticas e outros tratamentos, durante os seus primeiros
episddios e os cinco anos seguintes a estes, sdo, freqlientemente, menos
hospitalizados e requerem menos tempo para controlar plenamente os
sintomas (NEWMAN, 1991; MURRAY & LOPEZ, 1996; KAPETANOVIC &
SIMPSON, 2006).

O prejuizo no ajustamento social serve como um bom parametro para se
avaliar o progndstico na esquizofrenia. Entre os portadores, um tergo
apresentam razodvel funcionamento social, um ter¢o funcionamento
intermedidrio e o restante desenvolve incapacitagdo social grave
(SHEPHERED, 1989).

O tratamento farmacoldgico disponivel atualmente se restringe a poucos
sintomas e com eficdcia moderada, ou seja, mesmo o0s pacientes que
respondem ao tratamento persistem com sintomas residuais que prejudicam
consideravelmente seu bem estar e qualidade de vida, além de freqiientemente
representarem um peso para a familia (OTTONI & LARA, 2004). E provavel
que o conhecimento das alteragdes genéticas relacionadas a esquizofrenia
possam nortear tratamentos mais eficazes em relacdo aos sintomas e ao curso

da doenga (KANE & MALHOTRA, 2003; ANDREASSEN & STEEN, 2006).
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1.7 Causas da esquizofrenia

Sobre as causas da esquizofrenia, sabemos que ¢ complexa e
multifatorial, envolvendo componentes genéticos e nao-genéticos (SCHORK

et al, 2006).

Teorias Bioquimicas

A mais aceita, em parte devido ao sucesso das medicagdes, ¢ a de que
as pessoas com esquizofrenia sofrem de um desequilibrio neuroquimico, ou
seja, falhas na comunicacdo celular do grupo de neurdnios envolvidos no
comportamento, pensamento e senso-percepcdo (LARA & ABREU, 2000;
OHARA, 2006).

A dopamina foi investigada por muitos anos, observando-se, a
principio, que certas drogas que reduzem a acdo da dopamina no cérebro
também reduzem os sintomas psicdticos. Por outro lado, drogas que aumentam
a atividade da dopamina aumentam estes sintomas ou agravam a
esquizofrenia. Pesquisas revelaram, também, baixa atividade de receptores de
dopamina, D1, ocorrendo no coértex pré-frontal do cérebro, o que pode ser
relacionado a sintomas negativos (ALFIMOVA et al, 2006).

Atualmente, os especialistas sugerem que um equilibrio anormal de
dopamina, e ndo s6 a hiperatividade, ¢ também gatilho para a sindrome da
esquizofrenia. Outros neurotransmissores e neuromoduladores supostamente
envolvidos na esquizofrenia sdao o glutamato, a glicina, a serina, a serotonina

e a adenosina (MURRAY & LOPEZ 1996; LARA & ABREU, 2000).
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Componente Genético

Nas décadas passadas, varios estudos feitos com familiares mostraram
uma forte correlagdo entre o grau de parentesco e as chances de surgimento da
esquizofrenia. Os individuos com predisposicdo familiar a esquizofrenia
possuem varias anormalidades estruturais no cérebro, incluindo tamanho
reduzido e ventriculos aumentados, comuns em pacientes com esquizofrenia.
Entretanto, a hereditariedade nao explica todos os casos da doenca (RILEY &
KENDLER, 2006; CRADDOCK & FORTY, 2006).

Pessoas sem nenhum parente esquizofrénico tém 1% de chances de
virem a desenvolver esquizofrenia; com algum parente distante, essa chance
aumenta para 3 a 5%. J& para aqueles que tém um membro familiar direto com
a doenca, o risco ¢ de 10%, e de aproximadamente 40% se a doenca afeta
ambos os pais. No caso de gémeos idénticos, as chances podem chegar a 65%.
Aproximadamente 60% dos portadores de esquizofrenia ndo possuem parentes
proximos com a doenga (MURRAY& LOPEZ, 1996; ANOKHIN et al., 2006).
O componente genético, portanto, explica boa parte da doenca. Se explicasse
tudo, a incidéncia de esquizofrenia entre os gémeos idénticos seria de 100%
(CARPENTER & BUCHANAN, 1999).

Com relagdo aos fatores ambientais, também sdo muito importantes no
surgimento da doenca, o componente genético seja mais preponderante no
surgimento da doenca. Sobre o fator ambiental alguns autores relataram que a
um nimero maior de casos nas populacdes sdécio-econdmicas mais baixas. O
componente ambiental pode ser separado em dois grupos o dos fatores

biologicos como, por exemplo, intoxicacdes, infec¢des problemas durante a
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gestacdo, etc. O outro grupo, se refere ao fator psicoldgico que estd
relacionado a perdas de pessoas importantes, problemas familiares na infancia
e outros fatores estressantes.

A unido do componente genético ao ambiental ¢ o mais aceito para

determinar o surgimento da esquizofrenia.

1.8 Marcadores Moleculares da Esquizofrenia

Atualmente ¢ inegavel a presenca de um componente genético na
etiologia da esquizofrenia. A selecdao racional de genes candidatos para
estudos de associagcdo genética em esquizofrenia tem sido baseada em
evidéncias farmacoldgicas, neuroquimicas e clinicas que apontam para
receptores especificos, enzimas e outras moléculas que possam estar
envolvidas na etiopatogénese da doenga. Exemplos sdo os genes codificadores
de receptores de dopamina e serotonina que apresentam alta afinidade por
agentes antipsicoticos (OJOPI et al., 2003).

Os genes que parecem estar envolvidos estdo distribuidos em muitas
regides do nosso genoma e, de acordo com isso, loci genéticos que parecem
conferir suscetibilidade para desenvolver esquizofrenia tém sido mapeados em
diversos cromossomos, incluindo 1q21-22, 6p25, 8p21, 10pl4, 13q32, 18pll
e 22q11-13 (BERRETTINI, 2000; BRZUSTOWICS et al. 2000; STRAUB et
al. 1995; BLOUIN et al. 1998; EKELUND et al. 2001). Embora a lista de
genes candidatos continue crescendo, nenhum gene candidato confidvel para

esquizofrenia apareceu até o momento.



20

Pacientes que apresentam uma microdele¢do no cromossomo 22ql1 sdo
portadores da chamada Sindrome Velocardiofacial. Estes pacientes
apresentam um alto risco para o desenvolvimento de doencgas psiquidtricas,
incluindo-se a esquizofrenia (SAGIV et al, 2002). Em 1999, Murphy et al
verificaram que em um grupo de pacientes com Sindrome Velocardiofacial 20
a 30% haviam desenvolvido esquizofrenia (MURPHY et al, 1999).

O gene da catecol-O-metiltransferase (COMT) ¢ um dos genes que esta
deletado no cromossomo 22ql1l e parece ser um dos responsaveis pela alta
incidéncia de esquizofrenia nos pacientes com Sindrome Velocardiofacial. A
COMT ¢ uma das enzimas que degradam catecolaminas, dentre elas a
dopamina (EGAN et al, 2001; SAGIV et al, 2002).

Polimorfismos da COMT como a substituicdo de uma Valina (com
maior atividade da enzima) por Metionina (com menor atividade da enzima)
nos codons 108 e 158 da COMT foram investigados, porém sem uma
correlagdo significativa, segundo uma metandlise recente (FAN et al, 2005).
A funcdo bioléogica da COMT, sua localizagdo na microdelecdo do
cromossomo 22ql1l a tornam um gene candidato a ser marcador molecular da
esquizofrenia (EGAN et al, 2001; SAGIV et al, 2002).

Outra regido cromossdmica que tem chamado a atencdo como um
possivel marcador para a esquizofrenia sdo os genes do cromossomo 13q34.
Dois genes tém recebido especial ateng¢do, o G72 e a proteina D-aminoécido
oxidase (DAAO). A DAAO estimula a produ¢do de N-metil-D-aspartato, que ¢
um potente estimulante dos receptores de glutamato no cérebro. Quatro SNPs

(Single Nucleotide Polimorphism) deste gene foram associados com a

esquizofrenia (CHUMAKOYV et al, 2002).
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O gene da neuregulina 1 (NRG1) ¢ um gene candidato a ser marcador
para a esquizofrenia (HARRISON e LAW, 2006). A NRG1 ¢ expressa nas
sinapses do Sistema Nervoso Central e atua na expressdo e ativacao dos
receptores dos neurotransmissores, incluindo os receptores glutamatérgicos.
Camundongos mutantes para a NRG1 apresentam fenotipos com algumas
caracteristicas semelhantes aos modelos de esquizofrenia em roedores
(STEFANSSON et al, 2002).

O gene localizado na regido 6p22.3 (proteina de ligagdao da
distrobrevina), a disbindina, ¢é outro gene que tem associacdo com a
esquizofrenia. Sobre a possivel funcdo da proteina acredita-se que ela
participa das sinapses glutamatérgicas. Sibylle, em 2003, demonstrou

associagao significativa entre o gene 6p22.3 e a esquizofrenia (SIBYLLE et

al, 2003).
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2 MITOCONDRIA

2.1 Producao de energia aerobica

As mitocOndrias sdo organelas citoplasmaticas de forma arredondada ou
alongada (estruturas cilindricas), existentes em praticamente todos os tipos de
células eucariontes (vegetais e animais), em numero proporcional a atividade
metabolica de cada uma, sendo entdo variavel nas diferentes células, indo de
quinhentas, mil ou até dez mil dessas estruturas por célula (CONRADT,
2006).

A fung¢do das mitocdndrias ¢ produzir energia para todos 0os processos
vitais das células (LY & VERSTREKEN, 2006). Essa energia ¢ conseguida
através de uma série de reagdes quimicas entre as moléculas dos alimentos e o
oxigénio.

A mitocondria localiza-se proximamente aos locais onde existe grande
consumo de energia. E uma organela basicamente membranosa (LY &
VERSTREKEN, 2006). Seu envoltorio ¢ formado por duas membranas, a
membrana externa ¢ a membrana interna, ambas com composi¢dao quimica e
estrutural semelhante, cada qual com fung¢des e proteinas diferentes
associadas a sua bicamada lipidica (CONRADT, 2006).

A cadeia respiratdoria ocorre na membrana mitocondrial interna e
compreende trés complexos enzimaticos principais, através dos quais elétrons
fluem do NADH e do FADH, para o O,, utilizando a energia dai gerada para
bombear H' da matriz para o espaco intermenbrana (DEVIN & RIGOULET,
2006). Na membrana nativa, os carreadores de elétrons moéveis ubiquinona e

citocromo ¢ completam a cadeia transportadora de elétrons ao mediar a
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transferéncia de elétrons entre os complexos enzimadaticos. Por fim, os elétrons
sdao transferidos para o oxigénio molecular (O;), essencial ao processo
aerdbico, unindo-se a atomos de hidrogénio para formar agua (FONTANESI et
al, 2006).

O gradiente eletroquimico de prdétons resultante ¢ adaptado para
sintetizar ATP por outro complexo protéico transmembrana, ATP sintetase,
através do qual H' flui de volta & matriz. Esse complexo esta localizado nos

corpusculos elementares (GIBSON, 2005).

2.2 Hipotese Endossimbiotica, Multiplicacio e Heranca

O carater procaridtico do sistema genético das mitocdndrias, bem como
dos cloroplastos, sugere que essas organelas originaram-se de bactérias
endocitadas hd mais de um bilhdo de anos, quando o oxigénio atmosférico
terrestre atingiu niveis elevados. De fato, evidencia-se uma grande
semelhanca entre o funcionamento e constitui¢do das mitocdndrias e bactérias
(PATRON et al, 2006).

Segundo essa hipdtese, as células eucaridticas iniciaram sua existéncia
estabelecendo uma relagdo endossimbidtica com uma bactéria, responsavel
pelo sistema de fosforilagdo oxidativa (PATRON et al, 2006). Grande parte
dos genes codificadores das atuais proteinas mitocondriais e cloroplastidicas
estd no nucleo celular. Portanto, uma extensa transferéncia de genes deve ter
ocorrido do DNA das organelas para o DNA nuclear durante a evolucado

eucariotica. Em contraste, o genoma das organelas de hoje ¢ estavel,
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indicando que uma transferéncia de sucesso ¢ um raro processo evolucionario
(ODINTSOVA & IURINA, 2005).

As mitocondrias sempre se originam de outras pré-existentes, por
fissao, podendo também se fundir umas com as outras. Os processos de
duplicacdo e fusdo sdao controlados e capazes de manter um numero sempre
estavel de mitocondrias por célula. O nimero de mitocdndrias pode ser ainda
regulado de forma adaptativa; o musculo esquelético submetido a esforgo

prolongado, por exemplo, possui 5 a 10 vezes mais mitocondrias (KARP,

1999).

2.3 DNA e Genoma Mitocondrial

O genoma mitocondrial, representado na figura 1, se restringe a uma
dupla fita de DNA circular na célula animal, sendo o sistema genético mais
simples conhecido, no qual os nucleotideos fazem parte de seqiiéncias
codificantes. O DNA mitocondrial (DNAmt) estd localizado no interior da
mitocOondria, na regido conhecida como matriz (ANDERSON et al, 1981;
ATTIMONELLI et al, 1999).

O DNA mitocondrial possui um sistema independente de replicacdo,
transcricdo e translagdo do seu genoma. O DNA mitocondrial ¢ herdado da
mae, porque as mitocdndrias presentes no espermatozdide estdo localizadas na
cauda deste, que ndo penetra no Ovulo durante a fecundag¢do. Assim, as
mitocondrias presentes no embrido sdo de heranca exclusivamente materna

(WALLACE, 1992).
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O DNAmt, uma molécula circular, possui cerca de 37 genes para a
realizacdo de fung¢des mitocondriais. Contem cerca de 16.500 pares de bases.
Isso ¢ suficiente para que seja capaz de sintetizar suas proprias proteinas e se
autoduplicar. Esse material genético ¢ capaz de codificar 2 RNAs ribossomais
r(RNA) e 22 RNAs transportadores (tRNA) utilizados para tradu¢ao de RNAm
mitocondrias. O DNAmt possui, ainda, 13 segmentos capazes de codificar um
polipeptidio com mais de 50 aminoacidos. Como nas bactérias, o DNA
mitocondrial ndo ¢ envolto em histonas e seu empacotamento ndao ¢ bem
entendido (ANDERSON et al, 1981; ATTIMONELLI et al, 1999).

De modo diferente dos outros genomas, aproximadamente todos os
nucleotideos parecem fazer parte de seqii€ncias codificadoras para proteinas
ou para um dos rRNAs ou para tRNAs. Como as seqiiéncias se dispdem
diretamente umas apo6s as outras, hd pouco espaco disponivel para seqiiéncias
reguladoras de DNA (ANDERSON et al, 1981; ATTIMONELLI et al, 1999).

As mitocondrias s6 possuem 22 tRNAs, enquanto na célula existem
mais de 30 tRNAs. Dessa forma, as regras normais do pareamento cdé6don-—
anticodon sdo mais flexiveis nas mitocOndrias, de tal forma que muitas
moléculas de tRNA reconhecem qualquer um dos quatro nucleotideos da
terceira posi¢cao. Tal pareamento 2 por 3 faz com que um tRNA pareie com
qualquer um de quatro cédons, e permite a sintese de proteinas com um
numero menor de moléculas de tRNA (BRANDON, 2005).

A comparacdo entre as seqiiéncias dos genes mitocondriais e as
seqiiéncias de aminoacidos das proteinas correspondentes indica que o cédigo

genético ¢ diferente, de tal forma que 4 dos 64 coédons tém significados
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diferentes daqueles mesmos codons de outros genomas (ANDERSON et al,

1981).

BN ATPaze 86 [ Complex 1 C1tRHAS
Bl Cwtochrome b [l Complex 4 B tRHAS

Figura 1: Genoma mitocondrial

Fonte: disponivel em www.mitomap.org

2.4 Mutacoes no DNA mitocondrial causam varios distirbios genéticos no

homem

O DNA mitocondrial (DNAmt) ¢ uma molécula circular que, ao

contrario do DNA nuclear (nDNA), ndo se encontra complexado a histonas, e
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localiza-se em um microambiente altamente oxidativo (STUART & BROWN,
2006).

A falta da protecdo proporcionada pelas histonas e a presenga de
radicais livres continuamente gerados durante a Fosforilagdo Oxidativa
tornam o DNAmt muito mais vulneravel que o nDNA as modificagdes
oxidativas, que, por sua vez, favorecem as mutagdes (STUART & BROWN,
2006; LENAZ et al, 2004).

Acredita-se que a taxa de mutagdes somdaticas do DNAmt seja 10 a 20
vezes maior que a do nDNA (SHENKAR et al, 1996). O acumulo de mutagdes
somaticas, principalmente de delecdes do DNAmt, tem sido implicado como
um importante mecanismo molecular do envelhecimento (CORTOPASSI &
ARNHEIM, 1990; CORRAL-DEBRINSKI et al, 1992; WALLACE, 1992).

As alteragcdes do DNA mitocondrial foram descritas primariamente em
um grupo de doencas conhecido como encefalomiopatias mitocondriais
(HOUSTEK et al, 2006). Embora essas anormalidades (dele¢des, duplicagdes,
mutacdes de ponto e deplegdes) tenham sido associadas a vdarias sindromes
clinicas, desde oftalmoplegia até doencas multi-sistémicas, pequenas
quantidades de dele¢des do DNAmt também foram encontradas em tecidos
envelhecidos normais (LENAZ et al, 2004).

Quando uma mutagdo ocorre, ela pode estar presente nas mitocdndrias
de todas as células do organismo. Esse evento ¢ conhecido como
homoplasmia. Dessa forma, na divisdo celular todas as células filhas terao
mitocondrias com o mesmo DNA mitocondrial mutante. Em outra situacao
conhecida como heteroplasmia, a mutacdo pode estar presente em apenas

algumas mitocondrias de uma célula de um determinado 6rgdo ou tecido; e, na
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divisao celular, esta célula pode segregar o DNA mitocondrial mutante e
transmitir para as células filhas pouca ou nenhuma quantidade de DNA
mitocondrial mutante. Neste caso, uma mae pode transmitir ou nao uma
mutac¢ao mitocondrial aos seus filhos (CARVALHO & RIBEIRO, 2002).

Na medida em que aumenta a porcentagem de DNA mutante, declina a
capacidade de producao de energia celular, até atingir o limiar bioenergético:
o minimo de energia necessaria para a cé¢lula ou tecido funcionar normalmente
(HOUSTEK et al, 2006). Além deste ponto, aparecem os sintomas, que pioram
progressivamente (LENAZ et al, 2004).

Este limiar bioenergético pode ser atingido por excesso de produgdo de
radicais livres, que lesam as estruturas da cadeia de produ¢do de ATP, ou por
déficit dos nutrientes que compdem esta cadeia (HOUSTEK et al, 2006).
Assim, compreende-se que os sintomas sO irdo ocorrer tardiamente, quando
muitas alteragdes bioquimicas ja aconteceram (BEAL, 1995; JOHNS, 1996).

A gravidade da doenga causada por uma mutagdo no DNAmt depende da
natureza da mutag¢do e da proporcdo de DNA mutante e do tipo selvagem
presentes num tipo celular especifico. O geno6tipo de DNAmt flutua de uma
geracdo e de uma divisdo celular para a geracdo/divisdao seguinte e pode
derivar para DNAmt predominante do tipo original, ou predominantemente
mutante (SINGH, 2004). Ja& o fendtipo de uma doen¢a mitocondrial vai
depender da gravidade da mutacdo e da necessidade de producdo de energia
do 6rgdo envolvido (ZEVIANI & SPINAZZOLA, 2003).

Todas as células possuem mitocondrias, exceto as hemadaceas. Ainda
assim, as mutagdes ocorrentes no DNAmt podem afetar apenas alguns tecidos.

Os tecidos mais comumente afetados sdo aqueles com grande necessidade do
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ATP produzido por fosforilacdo oxidativa e de tecidos que necessitam da
maioria ou mesmo de todo o DNAmt da célula para sintetizar proteinas
mitocondriais funcionais. Um exemplo disso ¢ o cérebro, que ¢ um tecido
extremamente exigente de energia (LY & VERSTREKEN, 2006) e que, na
falta dela promove danos irreparaveis as suas células, como na neuropatia
optica hereditaria de Leber e nas doengas neurodegenerativas (Doenga de
Alzheimer e Mal de Parkinson), (LESNEFSKY & HOPPEL, 2006; SULLIVAN
& BROWN, 2005).

Embora haja um grande nimero de associagdes de polimorfismos
de DNAmt com doencgas neurodegenerativas, ndo existem muitos estudos
demonstrando associagdo entre esquizofrenia e polimorfismos no DNAmt, o
que demonstra a necessidade de estudos associativos entre polimorfismos

mitocondriais e esquizofrenia, disturbios bipolares, epilepsia, etc.



3 CITOCROMO C OXIDASE

3.1 Func¢ao da citocromo c oxidase na mitocondria

A oxidag¢dao de NADH e FADH, ¢ promovida pela cadeia transportadora
de elétrons, uma série de complexos protéicos contendo centros redox com
afinidade progressiva por elétrons (aumento do potencial de reducdo padrao).
Os elétrons sao passados através dessa cadeia, do menor ao maior potencial
de reduc¢do padrao (LESNEFSKY & HOPPEL, 2006).

Os elétrons sao carreados do complexo I e do complexo Il para o
complexo III pela coenzima Q (CoQ ou ubiquinona), e do complexo III para o
complexo IV pela proteina periférica da membrana, o citocromo ¢
(FONTANESI et al, 2006).

O complexo I catalisa a oxidacdo de NADH pela ubiquinona. O
complexo III catalisa a oxidacao da ubiquinona pelo citocromo ¢ e, por fim, o
complexo IV catalisa a oxidagdo do citocromo ¢ reduzido pelo O2, o aceptor
terminal de elétrons do processo de transporte de elétrons (HANAGASI et al,
2005).

Conforme um par de elétrons atravessa sucessivamente os complexos I,
IIT e IV, ¢ liberada energia livre suficiente em cada uma das etapas para gerar
sintese de uma molécula de ATP (MANEG et al, 2004).

O centro do complexo IV consiste das trés maiores subunidades e mais
hidrofébicas subunidades I, II e III, as quais sdao codificadas pelo DNA
mitocondrial. As subunidades remanescentes sdo codificadas pelo DNA

nuclear e devem ser transportadas para a mitocondria (MANEG et al, 2004).
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Figura 2: Cadeia Respiratéria e os Citocromos.

Fonte: www.fundamentosdebioquimica.hpg.ig.com.br, 2006.

3.2 Polimorfismos da citocromo c oxidase

A mitocondria ¢ o maior sitio de producao de energia na célula. Por
esta razdo, mutagdes no DNAmt podem causar alteragdes no metabolismo
mitocondrial, acarretando danos aos tecidos (LESNEFSKY & HOPPEL,
2006). Estas alteracdes podem prejudicar oOrgdos importantes dos seres
humanos, dentre eles o cérebro que, constantemente, requer altos niveis de
energia para seu funcionamento adequado (LY & VERSTREKEN, 2006;
FONTANESI et al, 2006).

Estudos recentes sugerem que a diminui¢dao da atividade da cadeia
transportadora de elétrons da mitocOndria estd relacionada com doencas
neurodegenerativas (LESNEFSKY & HOPPEL, 2006), dentre elas o Mal de

Parkinson e Alzheimer, devido, principalmente, ao acumulo de delegdes no
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DNAmt, que predispde os pacientes a tais doengas (OHTA & OHSAWA,
2006). Em relacdao a esquizofrenia, a atividade e/ou expressao do mRNA do
complexo IV da cadeia transportadora de elétrons podem estar envolvidas no
surgimento da doengca (RICHTER et al., 1988; KATO, 2001).

Recentes pesquisas relataram algumas mutagdes presentes no DNAmt,
que diminuem a atividade da citocromo c¢ oxidase podem estar relacionadas
com o aumento do risco para esquizofrenia e Alzheimer, na populagao (OHTA
& OHSAWA, 2006). Num estudo, foram investigados cinco polimorfismos
numa populacdo de 81 pacientes e cinco grupos de controles. Os resultados
indicaram uma pequena relacdo entre os polimorfismos e a esquizofrenia,
porém os resultados necessitam de maiores estudos e sugerem cuidados para
interpretar tais polimorfismos (LINDHOLM et al, 1997).

O artigo de Cavelier (1995) reafirma a tese de que alteragdes na
producdo de energia podem implicar em muitas doencas neurodegenerativas,
dentre elas, o Mal de Parkinson (CORTOPASSI, 1990) e a Esclerose
Amiotrofica lateral (CAVELIER et al, 1995; SHENKAR et al, 1996). Neste
artigo, estudou-se uma delecdo no DNAmt 4977, na qual se investigou a
correlagdo entre esta delecdo e doenca de Alzheimer e esquizofrenia. Nao
houve uma relacdo significativa entre esta delecdo e a doenca de Alzheimer.
No entanto, encontrou-se uma significativa associacao entre a delecio DNAmt
4977 e a esquizofrenia, sugerindo que esta delecdo esteja envolvida na
patogénese da esquizofrenia (RICHTER, 1988; CAVELIER et al, 1995).

Seguindo a hipotese de que alteragcdes genéticas no DNAmt podem
comprometer o metabolismo energético mitocondrial, alguns autores citam

que, além de significante importancia no surgimento de doencgas
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neurodegenerativas (WALLACE, 2005) e neuropatias (CARELLI et al, 2004),
ha uma forte associagdo com hipertrofia do musculo cardiaco (TOKORO et al,
1996), formagao de carcinomas (BRANDON et al, 2006), e diabetes mellitos
tipo 2 (MOHLKE et al., 2005). Tais pesquisas dimensionam o grau de
comprometimento que estas alteragdes genéticas podem trazer para a saude.
Outro polimorfismo em DNA mitocondrial é o polimorfismo G12147A
para um RNA(His) transportador. Esta mutag¢do estd associada ao fenotipo da
encefalomiopatia e tem, como resultado fisiologico, uma alteracdo na sintese
protéica mitocondrial. Como ¢ um polimorfismo que estd relacionado com a
atividade da citocromo c oxidase, ¢ conveniente verificar sua associa¢dao com

a esquizofrenia (MELONE et al, 2004).

3.3 Polimorfismos C7028T e mutacido C6489A do Citocromo Oxidase gene

1-CO1

Tanto o polimorfismo C7028T, quanto a mutacdo C6489A pertencem ao
Citocromo Oxidase gene 1 (CO1l). A mutacao C6489A ocorre na posicao 6489
do DNA mitocondrial. Nos individuos normais, encontra-se a base
nitrogenada citosina. J& nos individuos que tém a mutacdo puntual, observa-se
a base adenina (MITOMAP- Reporting Mitochondrial DNA Base Substitution
Diseases: Coding and Control Region Point Mutations).

Em relacdo ao polimorfismo C7028T, ocorre na posicao 7028 do DNA
mitocondrial. Nos individuos normais, encontra-se a base nitrogenada

citosina, enquanto, nos que possuem a mutacdo, observa-se a base nitrogenada
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timina (MITOMAP- Reporting Mitochondrial DNA Base Substitution
Diseases: Coding and Control Region Point Mutations).

A mutagdo C6489A foi identificado por Varlamov et al (2002) em uma
jovem de 17 anos que sofria de epilepsia parcial continua. As analises
revelaram cerca de 30% de DNAmt mutante. Os pesquisadores também
verificaram um decréscimo da atividade da cadeia respiratoria, devido a
mutacao do gene que codifica para a citocromo ¢ oxidase. A diminui¢dao na
atividade da citocromo c¢ oxidase foi mais acentuada nas fibras do tecido
muscular, no qual foi encontrada uma incidéncia de mais de 95 % de DNAmt
mutado (VARLAMOYV et al, 2002). Dessa forma, ¢ de grande relevancia
investigar a incidéncia desta mutacdo em doencas como a esquizofrenia e
outras doengas neurodegenerativas, pois a mutagdo comprovadamente diminui
a producdo energética das células. Sendo assim, ¢ conveniente investigar a
ocorréncia da mutacdo numa populag¢do de esquizofrénicos.

Ja o polimorfismo C7028T, segundo a literatura (JIANG, ELLIS &
GREENLEE, 2004), estd correlacionado ao Mal de Parkinson. Sabendo-se que
este polimorfismo também se encontra no gene que codifica para a citocromo
¢ oxidase, ¢ importante verificar sua correlacdo com outras patologias que
podem ter origem na faléncia ou diminuicdo da atividade da citocromo c¢
oxidase. Neste caso, cita-se a esquizofrenia como uma patologia alvo para

investigacdo desta hipdtese.
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ABSTRACT

Schizophrenia is a serious neuropsychiatric disease with high
heritabity that affects nearly 1% of the world population. The
mitochondria are the largest site of energy production in the cell and for
this reason mutations in DNAmt (deletion/polymorphisms) can cause
alterations 1in mitochondrial metabolism, causing tissue damage.
Alterations in energy production have been shown in neurodegenerative
disorders such as Parkinson’s disease, Alzheimer’s disease and
Amyotrophic Lateral Sclerosis. Some DNAmt mutations diminish
cytochrome c¢ oxidase activity and may be related to increased risk of
schizophrenia in the population. In the present work, we investigated
allele prevalence in two polymorphisms in the DNAmt of schizophrenic
and control patients. We analyzed the C6489A and C7028T
polymorphisms in the COl gene that codifies cytochrome c¢ oxidase.
Specific oligonucleotides were used with the objective of amplifying the
polymorphic regions. The PCR products were purified and sequenced
(MegaBACE 1000/GE Helthcare TM) and the generated sequences
analyzed using the Chromas v2.31 program. Eighty (80) schizophrenic
patients and 80 controls were analyzed. The mutant A allele in
polymorphic region C6489A was not found. Regarding the C7028T
polymorphism, 64 patients and 55 controls presented the mutant T allele,
with a significant association between the T allele and the risk to
develop schizophrenia. The T allele may be a risk factor for

schizophrenia, warranting further investigation.

Key-Words: schizophrenia, mtDNA, polimorphisms.
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INTRODUCTION

Several lines of evidence suggest that mitochondrial dysfunction
may be involved in the pathophysiology of mental disorders such as
bipolar disorder and schizophrenia (Kato and Kato, 2000; Ben-Shachar,
2002). Mitochondria are organelles directly involved in energy
production (Lesnefsky and Hoppel, 2006), which is essential for most
cellular processes, particularly those of nerve cells (Marchbanks et al.,
2003; Fontanesi et al., 2006).

The major source of adenosine 5’-triphosphate (ATP) in neurons is
mitochondrial oxidative phosphorylation. This process is accomplished
by the respiratory chain, requiring the role of cytochrome c oxidase in
complex IV. Defects in oxidative phosphorylation in the central nervous
system (CNS) have deleterious effects causing mitochondria
encephalopathy (Wolfram et al., 2004). Respiratory chain disturbances
have a variety of consequences that may be linked to schizophrenia.
Oxidative phosphorylation impairment can result in reduced energy
supply, neuronal depolarization, increases in intracellular calcium, which
are buffered by mitochondria, and activation of NMDA receptors
followed by neuronal death due to slow excitotoxic mechanisms (Maurer
et al., 2001; Kato, 2001). Oxidative stress caused by an increase in free
radical generation may be related to the state of chronic oxidative stress

documented in schizophrenia (Maurer et al, 2001).
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Some patients with mitochondrial diseases have both mental
symptoms and physical manifestations. Comorbidity of bipolar disorder
or depression with chronic progressive external opthalmoplegia (CPEO)
has been reported, and comorbidity of schizophrenia with mitochondrial
myopathy, encephalopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes
(MELAS) have also been documented (Melberg, 1996; Oexle and
Zwirner, 1997). These clinical findings indicate that altered
mitochondrial function may also contribute to the pathophysiology of
psychiatric disorders.

Genetic contribution 1in schizophrenia pathogenesis involves
multiple genes of small effect rather than a single gene of large effect
(Morrison and Murray, 2005). Most studies have focused on nuclear
DNA. Association studies of mtDNA polymorphisms with other
neuropsychiatric disorders such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s
disease, bipolar mood disorder and epilepsy have been reported (Kato
and Takahashi, 1996; Kato et al., 2000; Orth and Shapira, 2001; Kato et
al., 2001; Orth and Shapira, 2002; Kato et al., 2004), but not for
schizophrenia.

COI gene encodes cytochrome c¢ oxidase of complex IV of the
respiratory chain. Previous studies have reported an association between
two mtDNA variants C6489A and C7028T with epilepsy and Parkinson’s
disease (Varlamov et al., 2002, Jiang et al., 2004). In vivo investigations
of mitochondrial function showed that C6489A point mutations lead to a

mild deficiency in cytochrome c oxidate activity, with considerable
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consequences in oxidative tissues (Varlamov et al., 2002). The objective
of this study is to evaluate if these COI 1 mitochondrial variants could

be associated with schizophrenia.
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METHODS

A case-control study was performed comparing schizophrenia and
healthy control groups on C6489A and C7028T COI gene
polymorphisms. Schizophrenia subjects were enrolled from Psychiatric
services located in Porto Alegre Metropolian Area, Rio Grande do Sul,
Brazil. Heathy subjects from University and Pyschiatric services without
familial neuropsychiatry diseases were invited to participate in the
study. All cases met DSM-IV (American Psychiatric Association, 1994)
criteria for schizophrenia, evaluated with SCID-I. Demographic and
clinical data were collected in both groups. The study was previously
approved by Pontificia Universidade Catolica Ethical Committee and all
subjects signed an informed consent form.

Peripheral blood samples were collected and lymphocytes were
used to extract mtDNA in controls and schizophrenia patients. DNA was
extracted with a commercial kit stored at -20 °C. The sample set

contained DNA from 80 patients with schizophrenia and 80 controls.

DNA amplification

The 827 and 886 bp fragments, containing the mtDNA C6489A and
C7028T polymorphism sites, respectively, were amplified by Polymerase
Chain Reaction (PCR) using the following primer sets: 5855F (9F) 5°-

GAGGCCTAACCCCTGTCTTT-3" and 6642 (9R) 5°-
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ATTCCGAAGCCTGGTAGGAT-3" for the C6489A; and 6469 (10F) 5°-
CTCTTCGTCTGATCCGTCCT-3" and 7315 (10R) 5°-
AGCGAAGGCTTCTCAAATCA-3 for the 7028 polymorphism.

The PCR reaction was performed in a 20 pul volume containing 20
ng of genomic template, 0.20 uM of each primer, 200 uM each dATP,
dTTP, dGTP and dCTP, 0.50 U of Taq Polymerase (Invitrogen), 1.5 Mm
of MgCl, 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), and 50 mM KCI. The parameters of
the PCR reaction were as follows: an initial denaturation step for 5 min
at 94°C followed by 40 cycles of denaturation for 15s at 94°C, annealing
for 15s for 60°C, and extension of 3 min at 72°C, with a final extension

for 10 min at 72°C.

DNA sequencing

Following DNA amplification unincorporated PCR primers and
deoxynucleotide triphosphates into the samples were inactivated prior to
sequencing by an enzymatic treatment.

For sequencing the treated PCR was subdivided in two reactions as
follows: 150 ng of the DNA, 0.25 uM of specific primer (reverse and
forward). Sequencing reactions were denatured for 20 seconds at 95 °C
followed by 34 cycles at 95 °C for 20 seconds, 50 °C for 15 seconds, 60
°C for 1 minute and 4 °C for 1 hour.

After the sequencing the reactions were pooled and subjected to

ethanol precipitation. The extension products were sequenced by DNA
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“MegaBACE” 1000 (GE Healthcare'™) for Genomic and Molecular
Biology Center by PUCRS.

The chromatograms generated by electrophoretic running of the

sequencing reactions were analysed in the Chromas software

(www.technelysium.com.au, 2006) and the alleles and genotypes were

determinated.

Statistical analysis

MtDNA variants frequencies in two different COI 1 gene positions
were calculated. Chi-square test was used to analyze the association
between each COI gene variants and schizophrenia. Mean age between
groups were compared by Student t test. Age, sex were investigated with
possible intervenient variables in association analysis. All statistical

analysis with p < 0.05 were considered significant.
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RESULTS

The study included 80 schizophrenia patients and 80 health
volunteers. Mean age of healthy and schizophrenia subjects was
41.90+£13.51 and 37.58+9.18, respectively. 43.75% (35) males and
56.25% (45) females compound the healthy group and 68.8% (55) and
31.3% (25) compound the schizophrenia group C6489A heteroplasmic
missense mutation analysis showed that all healthy and schizophrenia
subjects present wild-type mtDNA (C).

C7028T polymorphism comparison between healthy and
schizophrenia group is described in Table 1. The results showed that T
variant was more prevalent in schizophrenia when we compared the two
groups (p=0.001), with an odds ratio of 3.27 for carrying the C allele in
schizophrenic patients. We did not find gender influence in this result
since in male and female the association was significantly maintained.
Male odds ratio was 3.384 (CI95%= 1.347-8.503, p=0.008) and female

was 3.837 (CI95%=1.130-13.021, p=0.025).
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Table 1: Comparison of C7028T mt-DNA variant frequencies between

healthy and schizophrenia subjects.

Confidence
Mt-DNA
Groups OR Interval 95%
Variants
Lower-Upper
Schizophrenia Healthy
% (n) % (n)
T 80.0 (64) 55 (44) 3.273 1.620-6.610

C 20.0 (16) 45.0 (36)
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DISCUSSION

We described here, for the first time, a possible association
between one polymorphism of mitochondrial COI 1 gene and
schizophrenia (C7028T). The odds ratio analysis suggests that the
association between T variant and schizophrenia is moderate and occurs
in both males and females.

The results also showed no subjects with C6489A mutation in the
sample analyzed. This mutation was previously found in a therapy-
resistant epileptic patient (Varlamov et al., 2002). As epilepsy, and other
neuropsychiatry diseases including schizophrenia could have common
pathogenesis elements, we investigated this mutation in schizophrenia.
This 1dea was corroborated by biological plausibility that shows
association between chronic oxidative stress caused by metabolic
conditions as COX deficiency and symptoms of schizophrenia.

Several independent lines of evidence suggest that changes in
energy generation may occur in schizophrenia. An association of
oxidative phosphorylation in the schizophrenia pathogenesis was first
suggested by Takahashi (1954), who observed a reduced oxygen uptake
in brain specimens from schizophrenics. Additional clinical studies using
positron emission tomography (PET) corroborated this hypothesis
showing decreased oxidative metabolism in the frontal cortex of

schizophrenic patients (Maurer et al., 2001).
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Neuroimaging studies using phosphorus-31 magnetic resonance
spectroscopy (*'P-MRS) showed lower levels of ATP in the basal
ganglia, temporal and frontal lobes of schizophrenia patients (Fujimoto
et al., 1992; Kegeles et al., 1998). Furthermore, Cavelier et al (1995)
examined cytochrome oxidase activity in the brains of schizophrenic
patients postmortem and compared them with those of patients with
Alzheimer’s disease. Activity was significantly decreased in caudate
(63%) and frontal cortex (43%) in schizophrenic patients compared with
controls (Cavelier et al., 1995). From these results, it can be suggested
that decreased oxidative metabolism in schizophrenia may be caused by
an abnormality in energy generation in the mitochondrial respiratory
chain. Our results regarding COI gene are in line with this hypothesis
The limitations of this study are small sample size and lack of
haplogroup characterization. Also, it is yet unknown if C7028T
polymorphism results in function alterations in cytochrome c¢ oxidase
activity. Therefore, further studies in independent samples will be

needed to confirm and expand these results.
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CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram avaliados dois polimorfismos de DNA
mitocondrial que codificam para citocromo ¢ oxidase e sua associacdo com a
esquizofrenia.

Como resultados, encontramos apenas associacdo com um
polimorfismo, o C7028T, na qual verificou-se que o alelo T, mutado, tem uma
incidéncia mais elevada na populacao de esquizofrénicos do que na populagao
de individuos controle. Através desse resultado, verificou-se que o alelo T ¢
3,27 vezes mais incidente que o alelo C, sugerindo que os portadores do alelo
T possuem um risco maior para desenvolver esquizofrenia do que os
portadores do alelo C.

Esse estudo tem limitagdes a serem consideradas. As amostras sao
relativamente pequenas e ¢ aconselhavel realizar a haplogrupagem dos
pacientes estudados. Dessa forma poderad se saber os seus respectivos
haplogrupos e excluir a hipotese de algum haplogrupo possuir um destes
polimorfismos como marcador e assim induzir a uma falsa associagdo.
Também serd importante investigar a relevancia funcional do polimorfismo
C7028T.

Portanto, para clarear os resultados e obter associagdes mais
significantes ¢ importante que se aumente a populacdo amostral dos grupos
estudados e se realize a haplogrupagem de todos os pacientes. No entanto,
esse resultado aponta para o polimorfismo C7028T como um potencial

candidato com relevancia para o risco de vir a desenvolver esquizofrenia.



