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Resumo
Objetivo: analisar o escore poligénico de risco para esquizofrenia como possivel
variavel preditora da resposta ao tratamento com risperidona, baseando-se em dois

diferentes critérios de resposta.

Método: Foram selecionados 99 pacientes em primeiro episodio psicético,
previamente virgens de tratamento com antipsicético que foram avaliados por meio da
escala PANSS (Escala de Sintomas Positivos e Negativos em Esquizofrenia) em dois
momentos, no inicio do tratamento com antipsicéticos e apdés dois meses de
acompanhamento. A partir desse acompanhamento foi possivel calcular a taxa de
resposta ao tratamento e classificar os pacientes em respondedor e ndo respondedor
baseado em dois critérios de resposta (reducao de 30% e 50% da escala PANSS). Os
pacientes tiveram seu sangue coletado para realizar a genotipagem, utilizada para
calcular o escore poligénico de risco para esquizofrenia que foi analisado como
variavel preditora do desfecho resposta, junto a outras covariaveis, por meio de uma

regressao logistica.

Resultado: os modelos de predicao mostraram que pacientes com maior escore
poligénico de risco para esquizofrenia tem maior chance de nao responder ao
tratamento, para os dois critérios de resposta. Os melhores modelos de predi¢ao, para
os dois critérios de resposta, envolveram a covariavel tempo de psicose nao tratada,
mas em ambos os critérios, nenhuma variavel foi suficiente para predizer a resposta
ao tratamento sozinha e o melhor modelo em ambos os critérios envolvia todas as
variaveis. Houve uma tendéncia a significancia estatistica em muitos achados,

evidenciando a necessidade de se replicar este estudo em um numero amostral maior.

Conclusao: pacientes com maior escore poligénico para esquizofrenia
demonstraram maior risco para nao responderem ao tratamento com antipsicéticos, e
o escore poligénico de risco se mostrou um bom preditor de resposta quando atrelado
a variaveis clinicas como tempo de psicose ndo tratada, histérico familiar, idade e sexo

bioldgico.
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Abstract
Objective: Analyze the polygenic risk score for schizophrenia as a possible
predictor variable for treatment response with risperidone, based in two different

response criteria

Methods: We recruited 99 patients in First-Episode of Psychosis, previously
antipsychotic-naive, who were evaluated by the PANSS scale in two different
moments: in the beginning of the treatment with antipsychotics (baseline) and a follow-
up after two months in treatment. This follow-up made possible to calculate de
response rate and to classify patients in treatment responders and non-responders
(based in two different criteria — 30% and 50% reduction of PANSS score). Patients
had their blood collected for genotyping and the genotype date was used to generate
the polygenic risk score for schizophrenia, which was analyzed as a predictor for the

response outcome, along with the covariables, in a logistic regression.

Results: The prediction models show that patients with higher PRS for
schizophrenia have higher chance of not responding to treatment, in both response
criteria. The best prediction models had the covariable Duration of Untreated
Psychosis but, in both criteria, a single variable, alone, was not efficient in predicting
the response outcome. Therefore, the best prediction model in both criteria was the
model with all the independent variables. Results show a tendency to statistical

significance, indicating the need to replicate this study in a bigger sample size.

Conclusion: Patients with higher PRS for schizophrenia showed higher risk for
not responding to the treatment with antipsychotics. The PRS was a good predictor for
response in a model with another clinical variables as predictors, such as duration of
untreated psychosis, familiar history, age and biological sex.
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1 INTRODUCAO

A psicose € uma condi¢ao grave que resulta na dificuldade de se determinar o
que é real, como nas alucinagdes e delirios, podendo ser dividida em trés grupos:
psicose idiopatica, psicose devido as condicbes de saude (como transtornos
neurodegenerativos) e psicose toxica (devido ao abuso de substancias)'. Os
transtornos que apresentam esse sintoma, denominados transtornos psicoticos, tém
prevaléncia de 4.03 a cada 1000 individuos, em 12 meses?. Dentre os diagndsticos,
encontram-se a esquizofrenia?, o transtorno afetivo bipolar* e o transtorno depressivo

maior®.

A esquizofrenia € uma doencga que afeta 1,5 em cada 10.000 habitantes no
mundo por ano® e € uma das principais causas de perda de anos de vida saudavel’.
Ela é caracterizada pela psicose, que compde o quadro de sintomas positivos, e pelo
embotamento afetivo, alogia e avolicdo, que compdem os sintomas negativos. A
presencga de sintomas cognitivos como déficit de atengcédo, de memoaria e de fungdes

executivas também sao caracteristicas dessa doenca.b.

A esquizofrenia & caracterizada como multifatorial e poligénica, pois envolve
variantes comuns em multiplos genes e estes atuam em conjunto com fatores
ambientais, aumentando o risco para desenvolvé-la®. Assim, diversos fatores — como
0s genéticos, o uso de drogas, as complicagdes obstétricas, entre outros' — podem
contribuir para o desenvolvimento de transtornos psicoticos. Isso os classifica como
doencgas multifatoriais, isto €, apresentam uma etiologia complexa com contribui¢ao
de fatores genéticos e ambientais. A combinacao desses fatores € heterogénea, o que
confere ao transtorno um fendtipo também heterogéneo, quando comparadas

diferencgas fenotipicas interindividuais''.

O primeiro episodio psicético (PEP) geralmente ocorre entre o final da
adolescéncia e inicio da vida adulta, momento em que o individuo esta no auge do
seu potencial produtivo, levando a um grande prejuizo funcional e na qualidade de

vida.?

Apo6s o PEP, o paciente é submetido a um tratamento com antipsicéticos. As
taxas de resposta a antipsicéticos podem variar de 17 a 81% em um periodo de 16



semanas, mostrando que ainda existe uma parcela substancial de pacientes que nao
respondem ao tratamento'®. Dentre os antipsicoticos mais utilizados em PEP esta a
risperidona, um farmaco bloqueador de receptores de dopamina e de serotonina',
classificada como um antipsicético de segunda geragao (ou atipico).

As diferentes respostas individuais a um determinado tratamento, bem como a
presencga de efeitos adversos a ele é estudado por meio da Farmacogenética, uma
area da Genética que estuda a influéncia das variantes genéticas sobre o metabolismo
— geral e de farmacos especificos — de um individuo. Atualmente, tem sido uma area

muito estudada com o crescimento da medicina de precisao’®.

Como supramencionado, entre os fatores que podem contribuir para as
diferengas interindividuais de resposta ao tratamento estado as variantes genémicas.
Dependendo da combinagéo de variantes genéticas, o individuo pode metabolizar a
risperidona de forma lenta ou rapida'®', levando a concentragdes diferentes dos

niveis da droga e/ou seus metabdlitos no sangue e alterando a resposta clinica.

Polimorfismos de nucleotideo unico (single nucleotide polymorphisms - SNPs)
sdo uma das principais variagdes genéticas estudadas pela farmacogenética. Esses
polimorfismos sdo alteragbes em uma unica base no genoma que ocorrem com

frequéncia maior que 1% na populacao’@.

Essas variantes podem ser analisadas por meio de estudos de associacao,
como os Estudos de Associagdo Genémica em Larga Escala (GWAS — Genome-Wide
Association Study). O GWAS é um método capaz de analisar milhares de SNPs
espalhados pelo genoma e comparar a frequéncia alélica dessas variantes genéticas
entre dois grupos, geralmente caso e controle, e associa-las a um determinado
fendtipo™. Esse tipo de estudo é realizado nao somente na area de psiquiatria, mas
também em outras areas com diversos fenétipos, tais como, o cancer de mama,

diabetes e doencas do sono?.

GWAS presentes na literatura utilizaram amostras, predominantemente, de
ancestralidade europeia. De acordo com dados do GWAS Catalog, aproximadamente
79% de todos os individuos participantes de GWAS tém ancestralidade europeia?’.
Isso pode conduzir a um viés em relacdo a populagdo europeia, e dificulta o
desenvolvimento de ferramentas de predicdo de risco que sejam replicaveis em

diferentes populagbes devido a diferenga nas frequéncias alélicas entre elas??. Esse



efeito confundidor é especialmente significativo em amostras muito miscigenadas,
como a brasileira?*?*. Estudos prévios mostraram que a inclusdo de amostras nao

europeias aumenta a acuracia de predicao®.

Além de identificar novos alvos e genes especificos para a doenga, o GWAS
demonstrou que nenhum gene é suficiente para explicar a doenga e muitos genes
atuam para o desenvolvimento do fenoétipo. Neste contexto, Purcell et al., (2009)
criaram um modelo poligénico levando em consideragao milhares de variantes para
pontuar riscos individuais?’, chamado de Escore Poligénico de Risco (PRS, do inglés
Polygenic Risk Score). Em linhas gerais, utilizando-se das estatisticas resumidas de
uma amostra base de GWAS para determinado fenétipo, é possivel calcular, em uma

outra amostra independente, um escore de risco individual para o mesmo fenétipo.

Assim, o PRS esta baseado na soma dos alelos de risco dos SNPs analisados
no GWAS, ponderados pelo seu tamanho de efeito, conferindo um determinado risco
individual. Pode ser usado para inferir a arquitetura genética de um trago especifico e,
também, agir como biomarcador para um fenétipo.? O escore ja foi utilizado para
predizer o risco de se desenvolver doengas como a esquizofrenia. Um estudo caso-
controle concluiu que o efeito cumulativo de multiplos alelos associados a
esquizofrenia explicam uma variancia de até 24%, apesar do baixo tamanho de efeito

individual de um alelo?®.

Espera-se que o PRS, em uma amostra, adote uma distribuicdo conforme a
figura abaixo (fig. 1), no qual os pacientes apresentam uma maior média do escore

(representando um maior risco genético) em relagédo aos controles.

A.

Controles Pacientes

Frequincia

Escore Peligénice de Risce - PRS

Figura 1.: os individuos localizados em c1 e p1 apresentam um menor PRS, comparado aos individuos
localizados em c2 e p2. A média do escore dos pacientes € maior que a dos controles (adaptado de Talarico et.
al, 2018)%°



2 OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo geral analisar o escore poligénico de risco
para esquizofrenia como possivel variavel preditora da resposta ao tratamento com

risperidona, baseando-se em dois diferentes critérios de resposta.
Os objetivos especificos desse estudo foram:

1) analisar a variancia explicada obtida a partir do escore poligénico de risco para

esquizofrenia em cada um dos critérios de resposta.

2) comparar diferentes modelos de regressao logistica utilizando o escore

poligénico de risco como preditor para diferentes taxas de resposta ao tratamento.



3 METODOS

3.1 Delineamento do Estudo
Este foi um estudo de coorte prospectivo longitudinal que avaliou 99 pacientes
em primeiro episodio psicoético e virgens de antipsicotico em dois momentos: 1) antes
do tratamento com risperidona (baseline) e 2) dois meses apds o tratamento
padronizado com risperidona (seguimento). Os pacientes foram avaliados (por meio
de escalas psiquiatricas e sociodemograficas) nos dois momentos e submetidos a
coleta de sangue (para posterior extracao de DNA) no baseline.

3.2 Coorte de Primeiro Episodio Psicético

Essa coorte € formada por sujeitos em Primeiro Episddio Psicético com idade
entre 15 e 42, sendo todos virgens de tratamento com antipsicético, provenientes do
Centro de Atencéao Integrada a Saude Mental (CAISM — Vila Mariana, S&o Paulo) da
Escola Paulista de Medicina da Universidade Federal de Sdo Paulo (EPM/UNIFESP).

Todos os individuos ou seus responsaveis legais assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da UNIFESP (processo 0603/10).

Na linha de base (baseline), os pacientes foram avaliados por meio da
Entrevista Clinica Estruturada para DSM-IV (SCID-I). Outros instrumentos foram
aplicados para avaliar os sintomas e resposta farmacoldgica (como descrito a seguir),

mas para o presente projeto, apenas a PANSS foi utilizada.

1.PANSS - Escala de Sintomas Positivos e Negativos?'
2.CGl - Impresséo de Gravidade Clinica®?

3. GAF —Avaliagao Global do Funcionamento33

4.CDSS - Escala Calgary de Depressao para Esquizofrenia

Um acompanhamento do paciente, apds dois meses da primeira avaliagao, foi
realizado com os mesmos instrumentos aplicados na etapa de inclusao, para verificar

a taxa de resposta ao tratamento e confirmar o diagnostico.



3.2.1 Critérios de inclusao e exclusao

Para serem incluidos nesse estudo, os individuos deveriam apresentar
diagnostico de primeiro episodio psicético (DSM-1V), e ndo ter recebido tratamento
com antipsicotico anteriormente

Também so6 foram incluidos individuos que tivessem concluido a avaliagao com
a escala PANSS nos dois momentos, a fim de avaliar a resposta ao tratamento.

Foram excluidos os individuos com historico de convulsdes, tumor encefalico,

e deficiéncia intelectual.

3.2.2 Critérios de resposta e composi¢cao dos grupos

A resposta ao tratamento foi definida de acordo com base na pontuacdo da
escala PANSS. A PANSS é dividida em 3 dominios: PANSS positiva (7 itens), PANSS
negativa (7 itens) e de psicopatologia geral (16 itens). Para cada item, o paciente pode
pontuar de 1 (leve) a 7 (grave). Para calcular a taxa de resposta, primeiramente, foram
subtraidos 30 pontos da PANSS total (pontuagdo minima), obtendo-se o valor bruto
da PANSS total para ambos os momentos. Em seguida, a PANSS; (no primeiro
momento) é subtraida da PANSS; (no segundo momento) e a resposta ao tratamento
sera calculada como uma porcentagem da PANSS; pela seguinte formula:

PANSS, — PANSS,
PANSS,

%Resposta = 100 .

Assim, se um paciente atingiu a pontuacdo de 150 no primeiro momento e

reduziu para 90, ele respondeu 40%.

Os pacientes foram classificados em dois grupos de acordo com a resposta ao
tratamento com a risperidona: respondedor ou nao-respondedor, para cada uma das
taxas de corte (cut-offs) a seguir: redugao de 30% e 50%3' do escore total da PANSS.

Assim, utilizamos dois grupos para cada desfecho como a seguir.

e Resposta de 30%: respondedor (resposta>30%), com 62 pacientes x
nao respondedor (<30%), com 32 pacientes
e Resposta de 50%: respondedor (resposta>50%) x nao respondedor

(<50%), com 47 pacientes em ambos os grupos



3.3 Material biolégico

Foram coletados 10 mL de sangue periférico, com material estéril e descartavel,
para extracdes de DNA e RNA, além de outros estudos envolvendo a coorte. Neste
projeto, foram utilizados apenas os dados provenientes do DNA extraido a partir de
tubos EDTA pelo kit Gentra Puregene (Qiagen-Sciences, USA). As amostras de DNA
extraidas foram quantificadas pelo aparelho NanoDrop® e analisadas pelas razdes
entre os comprimentos de onda 260/230 e 260/2803. Posteriormente, uma aliquota

do DNA extraido foi utilizada para a genotipagem (detalhada a seguir).

3.4 Genotipagem

A genotipagem das amostras de DNA da coorte de pacientes em PEP foi
realizada por meio de uma parceria da Disciplina de Genética do Departamento de
Morfologia e Genética da UNIFESP com o Institute of Psychiatry do King’s College
London (London, UK) utilizando o /llumina PsychArray, que é capaz de avaliar

aproximadamente 593 mil marcadores genéticos.

3.5 Escore Poligénico de Risco

O escore poligénico de risco (PRS) é um valor estimado da susceptibilidade
genética de um individuo a um fendtipo. Seu calculo se da a partir da soma dos alelos
de risco daquele individuo para o fenétipo escolhido, ponderados pelo tamanho de
efeito da variavel, estimado a partir de um GWAS de referéncia, ou seja, estudo

previamente realizado, para o fenétipo escolhido®.

As etapas para calculo do escore poligénico de risco estao descritas a seguir:

3.5.1 Controle de Qualidade

Inicialmente, foi realizada a etapa de controle de qualidade por meio do
software Plink nos dados de genotipagem, a fim de excluir SNPs e individuos que
apresentam valores abaixo dos parametros estabelecidos (tabela 1) e que foram
definidos com base no Consércio de Gendmica Psiquiatrica (Psychiatric Genomics

Consortium — PGC). Os dados de genotipagem passaram pela seguinte filtragem:



a. Remocao de SNPs com falha na genotipagem em mais de 10% da amostra

b. Remoc¢ao de individuos com falha na genotipagem em mais de 10% dos
SNPs

c. Remocgao de SNPs fora do Equilibrio de Hardy-Weinberg

d. Remocao de indels e SNPs cuja frequéncia do alelo raro € menor que 1%

e. Individuos com alto grau de parentesco (medido pelo parametro PIHAT).

3.5.2 Calculo de escore poligénico de risco
Para o calculo do Escore Poligénico de Risco (PRS), foi utilizada a ferramenta
PRSice-2%, criada para automatizar as andlises de PRS. O PRSice é um programa

de linha de comando que estende os comandos em R usados na ferramenta Plink.

Para calcular o PRS, primeiramente foi utilizado a estatistica resumida (que
contém a identificacdo do SNP, o valor de p e tamanho de efeito para cada SNP do
GWAS) de um GWAS (com grande tamanho amostral) com fenoétipo de interesse, o
qual € nomeada amostra de base, e que nosso caso, escolhemos o estudo do
consércio de gendmica psiquiatrica (PGC)%, focando nos estudos de esquizofrenia
fase 3 (PGC-SCZ3), que contém o maior N amostral do mundo até o momento (~76

mil individuos com diagnostico de esquizofrenia e ~243 mil individuos controle)?°.

Dessa forma, os SNPs foram ordenados em uma lista de acordo com seu
respectivo valor de p, e um escore para cada SNP foi calculado, com base na
quantidade de alelos de risco presente para cada SNP, ponderadas pelo seus
respectivos tamanho de efeito. Os escores de cada SNP sdo somados gerando um

PRS unico para aquele individuo e para aquele fenétipo escolhido.

Em uma etapa anterior ao calculo do PRS propriamente dito, realizamos uma
etapa para verificar qual o melhor modelo para o seu calculo. Essa escolha é
realizada com base na variancia explicada para cada modelo (aquele que apresenta
a maior variancia explicada, ou seja, que explica a maior parte da variancia do
fendtipo de estudo, sera utilizado). Entre os modelos de PRS testados, testamos
diferentes p-thresholds (P;) para inclusao ou ndo de SNPs com base em seus
valores de p provenientes das estatisticas resumidas da amostra base (GWAS
anterior): esse P, pode variar de P;<5x10-8 (ou seja, s6 as variantes que sao



estatisticamente significantes no GWAS apds a corregao para multiplas
comparagoes) até P,=1.0 (ou seja, todos as variantes testadas).

Em seguida, a partir da soma de numero de alelos de risco que o individuo
possui: um (heterozigoto para o alelo de risco), dois (homozigoto para o alelo de
risco) ou nenhum alelo de risco (homozigoto para o alelo selvagem), ponderados
pelos seus respectivos tamanhos de efeito (ou odds ratio) obtidos no resultado do
GWAS base, um escore individual é calculado (Purcell et al. 2009; Dudbridge 2013).

A Figura 2a resume o calculo do PRS.

. . [ I ; .
a) Escore poligénico de Risco (PRS) ,’ CALCULO DO PRS b) Escore de esquizofrenia:
’ _ PGC1/PGC2
Minor Allele SNP 1
1 [, * log(ORsnps 1)
y ~
AMOSTRA BASE AMOSTRA ALVO I, T
Minor Allele
SNF 2
Resultados GWAS Escore individual
baseado na + =
genotipagem SR E
SNPs selecionados + g
com base no limiar do QRIS VOIS \ Minor Allele N SNPY “i-_:.
valor de p (p,) - \ “log(ORsps n) e
‘—l—’ *Associagio com um \ _— -]
fenotipo E
ra] " = =Correlacionar com 1 IEI 2
[ ump;?é)(iolilm;;: variaveis de gravidade \ =
ara o - S . —_—
= 7 [ | = [Prs
| \ y e T T—————

10*10°107%0.05 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 1
P - value threshold (Pr)

Figura 2. Escore poligénico de risco (PRS). A) Esquema simplificado do calculo do PRS. B) Resultados
do PRS de esquizofrenia de uma amostra base (PGC2) e amostra alvo (PGC1) do Psychiatric Genomics
Consortium (PGC). A variancia explicada pela correlagdo de Naegelkerke entre casos e controles foi de 30% para
Pt maiores que 0.01, além disso, a variancia explicada aumentou com o aumento do Pt e se manteve constante

apos o Ptde 0,1.
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3.7 Analises Estatisticas
Modelos de regressao logistica foram construidos para cada uma das duas
variaveis dependentes (variaveis preditas): resposta ao tratamento de 30% e resposta

ao tratamento de 50%.

Em todos os modelos, o PRS foi utilizado como variavel independente
(preditora) e foram acrescentados ao modelo diferentes covariaveis tais como: tempo

de psicose néao tratada (DUP), histérico de psicose na familia, idade e sexo biolégico.
No banco de dados da coorte, as variaveis estao divididas da seguinte forma:

Tabela x: disposi¢ao das variaveis clinicas da coorte

Variavel: Formato
Idade Numero inteiro
Sexo Categorico: “Masculino” “Feminino”

Historico Familiar Categorico: “Sim” “Nao

Tempo de Psicose | Categoérico: “Menos de 1 més” “1-6 meses” “6-12 meses” “mais de um

Nao Tratada ano

Também foram calculados 10 componentes principais da genotipagem,
também por meio do software Plink, a fim de utiliza-los como covariaveis dos modelos

de regressao e evitar vieses de estratificagcdo populacional.

Para todas as analises, o indice de significancia adotado foi de 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise Descritiva da Amostra
Foram incluidos no estudo 99 pacientes de uma coorte de Primeiro Episodio
Psicotico que possuiam tanto dados da escala PANSS quanto dados de genotipagem.
A partir dos filtros de controle de qualidade, foram removidos pacientes e variantes

genéticas antes do calculo do escore poligénico, conforme tabela 1:

Tabela 1: Numero de pacientes e variantes excluidas conforme critérios de controle de qualidade

Valores dos N2 de SNPs N2 de individuos

Parametros analisados A , .
parametros excluidos excluidos
Frequéncia do alelo raro <1% (0,01) 50993 -
L Baixa taxa de genotipagem  <1% (0,01) 806 -
2 L )
& Equmbrl? de Hardy P<5x10°6 895 i
Weinberg
Baixa taxa de genotipagem  <1% (0,01) - 0
)
>
N PIHAT >0,12 - 0
2
£ , . ~
Individuos sem informacao 5
de PANSS em 22 momento
Total 335.134 94

Os grupos respondedores X nao-respondedores foram formados a partir desses

94 pacientes, conforme quadro abaixo:

Quadro 1: Classificagao de pacientes conforme critério de resposta

Grupo 30% 50%
Respondedores 62 47
Nao Respondedores 32 47

Para a criacdo dos modelos com variaveis clinicas, foram selecionados apenas os

pacientes que continham as informag¢des das covariaveis ldade, sexo, tempo de
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psicose nao tratada e historico familiar, formando uma subamostra de 77 pacientes,
utilizada em todos os modelos de regressao logistica. As variaveis idade e sexo

bioldgico estavam presentes em todos os pacientes da subamostra.

Tabela 2: Analise descritiva da variavel DUP. Numero de pacientes em cada categoria.

Tempo de Psicose Nao Tratada

Criterio de 30% Critério de 50%
Respondedores Respo'\rngdores Respondedores Respol\rl%?adores
Menos de 1 més 25 6 22 9
1-6 meses 16 8 13 11
6-12 meses 6 6 2 10
mais de um ano 4 6 3 7

Tabela 3: Analise descritiva da variavel HF. Numero de pacientes em cada categoria.

Historico de Psicose na Familia

Critério de 30% Critério de 50%
N&o N&o
Respondedores Respondedores Respondedores Respondedores
Sim 29 11 26 23
Nao 12 15 14 14

Tabela 4: Analise descritiva da variavel Sexo Biolégico. Nimero de pacientes em cada

categoria.

Sexo Bioldégico

Critério de 30% Critério de 50%
Nao Nao
Respondedores Respondedores Respondedores Respondedores
Feminino 24 8 19 13
Masculino 27 18 21 24

Tabela 5: Analise descritiva da variavel Idade.

Idade
Critério de 30% Critério de 50%
Nao Nao
Respondedores Respondedores Respondedores Respondedores
Média 24,3 27,4 24 26,7
Mediana 21 26 21,5 26
Interquartile 11 10 9.5 13

Range
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Figura 3: curva de distribuicdo da variavel idade para os grupos respondedor e ndao

respondedor, utilizando o critério de 30%
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Figura 4: curva de distribuigdo da variavel idade para os grupos respondedor e nao

respondedor, utilizando o critério de 50%
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PRS model fit: R’

4.2 Escore Poligénico de Risco
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Calculamos o escore para dois grupos de resposta, 30% e 50%, conforme

figura 5 abaixo

< a) PRS para resposta ao tratamento, cut-off de 30%

o
S

0.03

o
=}
[}

0.01

0.00 5 S £
e S S S
o® b@ % o
&
S
o

P —value threshold {Pr)

—logyp model

P —value

0.8
0.6
0.4
0.2

PRS model fit: R’

b) PRS de resposta ao tratamento, cut-off de 50%

—logip model
P —value

0.6
0.4
0.2

P — value threshold {Py)

Fig(5). A) e B) graficos em barra evidenciando o melhor threshold de variantes que explicam o fenétipo de resposta

ao tratamento. No eixo X encontram-se os thresholds (de 0.0001 a 1) e no eixo Y, a variancia explicada. Os valores

sobre as barras indicam o valor de p de uma regresséo logistica, gerada pela ferramenta PRSice, relacionando

cada PRS para dado threshold ao fendétipo.

O melhor p-threshold, tanto para 30%, quanto para 50% de resposta, foi o de

p<2,6.10-3, com 4208 SNPs incluiduos nos modelos. Entretanto, a variancia explicada

diferiu entre esses fenodtipos, mostrando variancia explicada de 3,2% para a resposta

de 30% e 2,5% para o fenoétipo de resposta de 50%.
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Partindo do célculo do escore poligénico, foi analisada a distribuicdo deste entre
respondedor X ndo-respondedor, para ambos 0s grupos

PRS 30%

0.44

0.34

= resp30
E 02 Respondedaor
] Nao_resp
0.1
0.0+
T I T I T
-2 0 2
Palygenic Risk Score
PRS 50%
0.4

0.3

Density

respa0

Respondedar
Nao_resp

0.14

0.0

T III
2

0 2
Polygenic Risk Score

Fig 6 A) e B) evidenciam a distribuicdo dos escores poligénicos entre os fenétipos Respondedor ao
Tratamento e Nao respondedor, para os critérios 30% de resposta e 50%. A média dos sujeitos n&o

respondedores, em ambos 0s grupos, mostrou-se maior do que a média dos sujeitos respondedores.
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4.3 Modelos de Regressao Logistica
Para os dois critérios de resposta, foram criados os mesmos modelos de
regressao logistica, com as covariaveis: tempo de psicose ndo tratada (DUP), historico
familiar (HF), sexo e idade. Para todos os modelos, a variavel dependente (predita)
sera o desfecho de resposta ao tratamento, enquanto o escore poligénico e demais
covariaveis serdao variaveis independentes e preditoras. Abaixo, resumimos os

modelos e suas as variaveis.

1) PRS, covariando para os 10 componentes principais (modelo base)
2) Modelo Base + DUP

3) Modelo base + HF

4) Modelo base + DUP + HF

5) Modelo base + DUP + Sexo + |dade

6) Modelo Base + Sexo + |dade

7) Todas as variaveis

O escore poligénico, entao, foi usado como principal variavel preditora do desfecho
resposta ao tratamento (variavel predita). O desempenho desses modelos e suas

variaveis estao descritos conforme tabelas abaixo.

Fenétipo de 30% de resposta ao tratamento

Modelo R? AIC P-Value Odds Ratio IC PRS IC PRS
Nagelkerke PRS PRS 2.5% 97.5%
PRS 0.169 112.41 0.067 1.46 0.27 0.82
PRS + DUP 0.321 108.12 0.128 1.57 0.87 2.84
PRS + HF 0.188 113.24 0.176 1.48 0.83 2.63
PRS + DUP + HF 0.329 109.27 0.131 1.57 0.87 2.86
E':g; DUP + Sexo + 0431 10327  0.067 183 095 349
PRS + Sexo + Idade 0.31 106.76 0.121 1.60 0.0007 0.18
Todas as Variaveis 0.456 103.72 0.062 1.87 0.96 3.64
p-valor das covariaveis

Modelo DUP HF Sexo Idade
PRS + DUP 0.029* - - -
PRS + HF - 0.282 - -
PRS + DUP + HF 0.036* 0.457 - -
PRS +DUP + Sexo + 0.055 i 0.047* 0.041*
idade
Todas as Variaveis 0.071 0.170 0.030* 0.028*

Tabela 6: Desempenho das variaveis e modelos de regresséao para o critério de 30% de
resposta ao tratamento. Variaveis: DUP (Tempo de Psicose Nao Tratada), HF (Histérico
Familiar), Sexo Biolégico e Idade.
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Com base no R? Nagelkerke e AIC, os dois modelos com melhor desempenho
foram modelos 5 e 7, que incluiam as variaveis: 5) DUP, sexo biolégico e idade e 7)
com todas as variaveis testadas. Esses também foram os modelos onde o PRS
apresentou o melhor desempenho como preditor (menor valor de p e maior odds ratio).

Fenétipo de 50% de resposta ao tratamento

Rz Odds Ratio ICPRS ICPRS

Modelo Nagelkerke AIC P-Value PRS PRS 2.5% 97.5%
PRS 0.11 122.35 0.86 1.30 0.78 2.19
PRS + DUP 0.33 113.54 0.20 1.43 0.82 2.50
PRS + HF 0.23 116.31 0.31 1.32 0.76 2.27
PRS + DUP + HF 0.42 108.39 0.22 1.43 0.80 2.56
PRS + DUP + Sexo +
idade 0.41 111.46 0.09 1.71 0.92 3.19
PRS + Sexo + Idade 0.23 118.88 0.15 1.49 0.85 2.63
Todas as Variaveis 0.53 102.49 0.077 1.85 0.93 3.68

p-valor das covariaveis

Modelo DUP HF Sexo Idade
PRS + DUP 0.012* - - -
PRS + HF - 0.006* - -
PRS + DUP + HF 0.017* 0.012* - -
PRS + DUP + Sexo + .
idade 0.015* - 0.022 0.096
Todas as Variaveis 0.03* 0.0004* 0.02* 0.03*

Tabela 7: Desempenho das variaveis e modelos de regresséao para o critério de 50% de
resposta ao tratamento. Variaveis: DUP (Tempo de Psicose Nao Tratada), HF (Histérico
Familiar), Sexo Biolégico e Idade

Para o critério de 50% de resposta ao tratamento, os dois melhores modelos
(maior numero de Nagelkerke e menor numero de AIC) foram os 4 e 7, sendo: 4) com
as variaveis tempo de psicose nao tratada (DUP) e histérico familiar (HF) e 7) com

todas as variaveis, respectivamente.

Entretanto, para este fendtipo, o PRS n&o mostrou seu melhor desempenho
nos modelos de regressao supramencionados, sendo sua melhor performance
encontrada em modelo similar ao usado para resposta de 30%: modelo com todas as

variaveis e modelo com as covariaveis DUP, sexo biolégico e idade.
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5 DISCUSSAO

Para esse estudo, utilizamos uma coorte de pacientes em primeiro episodio
psicotico e virgens de tratamento com antipsicéticos, o que torna nosso estudo unico
e com grandes vantagens sobre outros da literatura. Com esse estudo temos a
possibilidade de evitar fatores confundidores, como alguns presentes em outros
estudos, tais como tempo/progressdo da doenga e efeito de tratamento sobre o
fendtipo. Outra vantagem é estarmos estudando uma coorte com tratamento
padronizado com um unico antipsicotico (risperidona), evitando assim, diferentes

interferéncias e nos levando a uma maior confiabilidade sobre o fendtipo estudado.

Nao ha na literatura um consenso concreto do que seria resposta ao tratamento
baseando-se na escala PANSS. Entretanto, encontram-se artigos que consideram
varios cut-offs. Os critérios de 30% e 50%3" foram escolhidos para este estudo de
forma a avaliar a predicdo do PRS levando em consideracdo um critério mais

brando de resposta e um mais rigido.

Em todos os modelos de regresséao logistica realizados, os valores de p para o
Escore Poligénico de Risco n&o foram estatisticamente significativos. O que pode ser
explicado de duas formas: a) ha uma necessidade de se aumentar o tamanho

amostral e b) reduzir o viés de ancestralidade.

E importante notar que, mesmo com esses vieses, a distribuicdo dos PRSs nos
dois grupos de resposta, 30% e 50%, adotaram a forma esperada, onde a média dos
nao-respondedores € maior que a média dos respondedores®® Como o GWAS base
nao foi um GWAS de resposta ao tratamento, e sim de esquizofrenia, era esperado
que a média fosse maior nos nao-respondedores. Entretanto, € visivel no grafico
alguns picos que deformam a curva do que seria considerada uma distribuicdo normal.

Esses picos sdo causados pelos viéses de ancestralidade.

Os resultados mostram uma tendéncia a significancia estatistica, mesmo com
numero amostral pequeno. Essa tendéncia mostra o potencial do estudo nessa coorte,
pelo fendtipo limpo, de pacientes sem uso prévio de antipsicéticos, que permite

analisar os desfechos sem interferéncia de fatores confundidores.
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O escore poligénico de risco tem sido uma ferramenta muito estudada na area
de gendmica. Entretanto, nas amostras brasileiras, ainda ha uma dificuldade de utiliza-
lo, tendo em vista que os GWAS de referéncia tém, em sua maioria, amostras
europeias e, ao analisarmos uma amostra miscigenada baseada em uma amostra
maior de ancestralidade definida, pode ocorrer o viés de ancestralidade, o que nao

permite ver o real poder de predigado e varidncia explicada do escore poligénico.

Com o aumento exponencial do tamanho da amostra dos consorcios
internacionais, esta ferramenta torna-se ainda mais robusta. Uma vantagem do PRS
€ que nao se faz necessaria a utilizagdo de grandes N amostrais desde que seu
calculo seja baseado em um grande GWAS?*2. O potencial do PRS é muito amplo, e
nos proximos anos pode tornar-se um passo fundamental para qualquer estudo que

envolva o calculo de risco genético para alguma doenga poligénica.

Na area de psiquiatria, o PRS tem apresentado alguns resultados
interessantes, como a associagéo entre os oito principais transtornos psiquiatricose.
Para a esquizofrenia, o PRS tem sido correlacionado com as variaveis quantitativas,
como a gravidade dos sintomas (Derks et al. 2012) e da atividade pré-frontal*®. Para
outros transtornos psiquiatricos, o PRS foi correlacionado com dados de neuroimagem
funcional e estrutural (transtorno bipolar)“°4' e com a redugao do volume cortical em

regides especificas (transtorno depressivo)*2.

Embora um dos primeiros estudos a utilizar PRS tenha sido com esquizofrenia,
atualmente, o PRS vém sendo aplicado com sucesso para outros fendtipos nao-
psiquiatricos, como diabetes, cancer, estatura entre outros. Entretanto, ha poucos
estudos na literatura**** que o relacione a resposta ao tratamento com antipsicéticos,
evidenciando a necessidade de se estudar e replicar estes achados, o que também
pode contribuir, futuramente, para a viabilizagdo de um tratamento precoce para a
psicose, visto que ha na literatura evidéncia que piores progndsticos estédo
relacionados com maior tempo entre o primeiro episddio de psicose e o inicio do
tratamento 4546, Dessa forma, a descoberta de um escore genético que possa auxiliar
a predizer resposta ao tratamento podera reduzir o tempo de tratamento inadequado,
melhorando o progndstico do paciente.
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Corroborando com estes achados, a variavel que mais influenciou nos modelos
de regressao logistica foi o Tempo de Psicose Nao Tratada (DUP), isto €, o tempo
entre o inicio dos sintomas e o inicio do tratamento com antipsicéticos. Isso corrobora
com o achado da literatura que discute a DUP n&o como fator da gravidade da doencga
no momento baseline e sim nas diferencas de resposta, sendo um potencial fator
ambiental a ser estudado para medir seus reais efeitos e correlacionar com fatores
genéticos. A inclusao dessa variavel nos modelos tornou a predigao destes melhorada

em ambos os critérios de resposta.

Estes critérios foram escolhidos pois ndao ha um consenso do que é resposta
ao tratamento baseado na escala PANSS. Mas, sabe-se que uma porcentagem
especifica pode ser considerada um critério mais brando enquanto outra um critério
mais rigido. Nesse estudo testamos os dois cut-offs a fim de verificar ndo sé as
diferengas quanto a taxa de remissao dos sintomas e as variaveis clinicas e genéticas
envolvidas, quanto ao tamanho amostral que, por ser pequeno, variou
significativamente de um critério de resposta para outro, o que influenciou no resultado

dos modelos.

A variavel Historico familiar, apesar de significante no modelo com todas as
variaveis para o critério de 50%, ndo aumentou muito o poder de predicdo (medido
pelo R?) dos modelos em que ela foi inserida. Essa variavel foi analisada partindo da
alta herdabilidade de transtornos mentais*’, em especial a esquizofrenia*®. Porém, a
sua baixa performance pode se dar pela caracteristica multifatorial da psicose,
evidenciando a presenca de fatores ambientais na etiologia do episddio psicotico.

Ainda que a insercdo das variaveis supramencionadas tenha causado uma
melhora significativa nos modelos, nenhuma delas sozinha se mostrou capaz de uma
predigdo tdo significante sozinha, ou seja, os melhores modelos foram aqueles com
todas as variaveis. Entretanto, a variavel tempo de psicose nao tratada se mostrou um

potencial a ser estudada e replicada num maior tamanho amostral.

E importante considerar o tamanho amostral deste projeto e que, com uma
replicacdo com um tamanho amostral, as variaveis podem ter um nivel maior de
significancia estatistica, bem como melhor performance do escore poligénico nos

modelos.
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6 CONCLUSAO

A razao de chances do escore poligénico em todos os modelos deste trabalho
se mostrou coerente a hipoétese inicial de que individuos com maior escore
poligénico para esquizofrenia tem maior risco de n&o responderem ao tratamento
com risperidona. Dentre os dois critérios de resposta, o PRS teve melhor predicéo
nos modelos que incluiam a variavel Tempo de Psicose Nao Tratada, evidenciando
um bom modelo de predigao para resposta ao tratamento que envolva variavel

genética e ambiental.

Contudo, vale ressaltar que mesmo o tempo de psicose nao tratada sozinho
nao foi capaz de criar um modelo de predigdo tdo bom junto ao escore poligénico

quanto a insergcao de todas as variaveis, para ambos os critérios de resposta.

Apesar do escore ter demonstrado boa performance nessa amostra, ainda esta
longe de poder ser aplicado na pratica clinica, de forma a prever algum desfecho
e influenciar na tomada de decis&o ao tratamento. Mais estudos s&o necessarios

de forma a concretizar seu uso.
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