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Resumo

Resumo

0 comportamento suicida & um grave problema de saide publica e uma das principais causas de morte em todo o
mundo. £ considerado uma doenga complexa e heterogénea estando associado a doengas psiquiatricas, estimando-se que entre
10% a 15% da populagio em geral sofre um episodio depressivo clinico durante a sua vida. Os genes da familia do
citocromo P450 estdo envolvidos no metabolismo e eliminagdo de uma variedade de xenobidticos, carcinogénios e farmacos
utilizados na pratica clinica para o tratamento de doencas do foro psiquiatrico. Alteragdes nos genes que codificam as
enzimas responsaveis pela metabolizagdo dos farmacos podem afetar a resposta terapéutica. Antipsicoticos atipicos tém
contribuido para diminuir o risco de suicidio em individuos com doencas psiquiatricas. Assim, estudou-se o envolvimento de
SNPs dos genes (YP/A2 (CT34R) e CFP2E/ (-1053C>T e 7632T>A) na etiopatogenia do suicidio numa amostra da populagdo
Portuguesa. Para a realizagdo deste estudo utilizou-se amostras de vitimas de suicidio da populagdo Portuguesa obtidas no
decorrer de autopsias Médico-Legais, realizadas nos Gabinetes e Delegacoes do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias
Forenses. Os polimorfismos genéticos dos genes (¥P/A2 e (YP2F/ foram analisados por PCR-RFLP.

Os resultados obtidos para as frequéncias genotipicas (x *=1,24; df=2; p=0,54) e alélicas (x*=0,93; df=1;
p=0,33) do gene (YP/AZ ndo revelaram associagdo entre o polimorfismo (734A e o suicidio. No gene (YP2F/ estudaram-se
dois polimorfismos genéticos, o -1053C>T localizado na regiao reguladora 5 e o 7632T>A presente no intrdo 6 e ndo foi
observada associagdo entre estes e o suicidio [(distribuicdo genotipica para o polimorfismo -1053C>T: x 2=0,226; df=2;
p=0,634; distribuicdo alélica para o polimorfismo -1053C>T: x 2=0,219; df=1; p=0,639); (distribuigdo genotipica para o
polimorfismo 7632T>A : x *=0,065; df=2; p=0,968; distribuicdo alélica para o polimorfismo7632T>A: x >=0,004; df=1;
p=0,952)]. No seu conjunto, os nossos resultados ndo revelaram associagio entre os polimorfismos dos genes do sistema do

citocromo P450 estudados e o suicidio.

Palavras-chave: Suicidio, Citocromo P450, CYPIA2, CYP2EI, polimorfismo
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I.1 Suicidio

Segundo a Organizagdo Mundial de Saide (WHO), todos os anos um milhdo de individuos cometem o suicidio
e as tentativas de suicidio sao cerca de 20 vezes mais frequentes (WHO, 2012, 2013). Embora os dados epidemioldgicos
possam variar de pais para pais, verifica-se que as taxas anuais sao maiores em paises da Europa do Leste (Estonia,
Letonia, Litudnia, Finlandia e Hungria) (Figura |) (Hawton & van Heeringen, 2009). 0 comportamento suicida pode
ocorrer em qualquer faixa etaria, sendo que as taxas de suicidio tendem a aumentar com a idade em ambos os sexos.
Contudo, nos (ltimos anos, tornou-se na segunda causa de morte em jovens com idades compreendidas entre os [5-19
anos (Bertolote & Fleischmann, 2005; WHO, 2012). Em Portugal no ano de 2011, a taxa de suicidios por 100 mil
habitantes, foi de 9,6. Apesar de serem dados preocupantes, as estatisticas oficiais nao refletem a realidade. A
investigagao realizada em Portugal nesta area é ainda escassa, pondo em causa a validade e fiabilidade destes dados

estatisticos, devido ao elevado nimero de mortes violentas de etiologia indeterminada e a incorrecdes na certificagao dos

dbitos (DGS, 2013).
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Figura | — Taxas de suicidio por regides e paises do mundo. Adaptado de Hawton & van Heeringen, 2009.

0 suicidio define-se pelo ato de tirar a propria vida de forma voluntaria e, por vezes, intensionalmente. 0
comportamento suicida pode ser classificado em trés categorias, a ideacdo suicida, as tentativas de suicidio e o suicidio
consumado. A ideagao suicida refere-se ao pensamento de comportamentos destinados a acabar com a propria vida. As

tentativas de suicidio consistem em comportamentos potencialmente autodestrutivos, independentemente do grau de
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intencionalidade, mas nao resultando em morte. No suicidio consumado, o individuo realiza com sucesso a sua vontade de
morrer. Em média, o suicidio consumado é mais frequente no sexo masculino do que no feminino, ao contrario das tentativas
de suicidio (WHO, 2012). O suicidio pode ser consumado através de métodos violentos e/ ou nao-violentos. Os métodos
violentos e altamente letais estdo associados com um maior nivel de agressdo e de impulsividade, como por exemplo, o uso
de armas de fogo e enforcamento. Estes métodos sao mais frequentes entre os homens, enquanto que nas mulheres
predominam os métodos por envenenamento ou afogamento, que sao métodos menos violentos e menos letais (Ajdacic-Gross
et al, 2008).

Estudos familiares, de gémeos e de adogdo demonstram que os fatores genéticos desempenham um papel
importante no comportamento suicida (Brent & Mann, 2005). Estima-se que 43% da variabilidade do comportamento suicida
pode ser explicada por fatores genéticos e que 57% se devem a fatores ambientais. Para além disso, outros fatores tém sido
considerados, nomeadamente, os fatores sociodemograficos, como o clima, religido, idade, género, sistema politico e social. 0
suicidio esta associado com algumas doengas psiquiatricas, tais como, a esquizofrenia, a depressao e o alcoolismo (Mann,
2003; McGuffin es al, 2010; Ishii es al, 2014). Em Portugal, as doencas do foro psiquidtrico afetam cerca de 23% dos
portugueses (DGS, 2013). O risco de suicidio representa cerca de 4-5% das mortes em individuos com esquizofrenia (Palmer
et al, 2005) e as tentativas de suicidio sao mais frequentes, atingindo cerca de 20-40% dos individuos com esquizofrenia,
principalmente, durante a fase inicial da doenga (Pompili ef al, 2007; Sanchez-Gistau e al, 2013). Alguns fatores clinicos,
como o estado depressivo e a falta de esperanca tém contribuido para o comportamento suicida (Acosta e al, 2013). De
acordo com a WHO, aproximadamente 90% das vitimas de suicidio foram diagnosticadas com pelo menos uma doenga
psiquiatrica (WHO, 2013). Estes dados estao de acordo com alguns estudos que tém demonstrado uma forte tendéncia para o

comportamento suicida em individuos sujeitos a um tratamento antidepressivo (Laje er al, 2007; Perlis ef al, 2007).

1.2 0 sistema do citocromo P450

0 sistema do citocromo P450 encontra-se presente em quase todos os organismos desde protistas, plantas e
mamiferos, incluindo o Homem. Estima-se que o aparecimento do gene ancestral deste complexo tenha ocorrido ha mais de
3,5 bilides de anos (Hasler er al, 1999). O termo P450 deriva da presenga de um pigmento vermelho (que originou a
designagao P) com uma absorvancia maxima da radiagao eletromagnética a 450 nm, apés redugao ou ligagao de mondxido
de carbono. Este pigmento tratava-se de uma hemoproteina, a qual foi designada de P450 (Omura & Sato, 1962; Estabrook,
1998; Hasler er al, 1999). Este complexo enzimatico € constituido por hemoproteinas com uma composicao de
aproximadamente 500 aminoacidos por cadeia polipeptidica e com um peso molecular proximo dos 50 000 Daltons. O seu
centro ativo € constituido por um grupo prostético ou grupo hemo integrado num atomo de ferro (1ll), de posicao central e

inserido numa protoporfirina IX, que se encontra ligado covalentemente a um datomo de enxofre de um residuo de cisteina

3
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(Figura 2). Este sistema presente em indmeros tecidos, mas particularmente no figado, encontra-se associado as membranas

do reticulo endoplasmatico e das mitocondrias (Hasler er al, 1999).

Figura 2 — Estrutura prostética contendo o atomo de Ferro (Ill) inserido na protoporfirina IX, com um atomo de

enxofre de um residuo de cisteina, como ligando axial. Adaptado de Groves 2005.

As enzimas dependentes do citocromo P450 participam em muitas reagdes de biotransformagao. Durante o ciclo
catalitico ocorrem reages de oxidaao-redugdo, onde o atomo de ferro (Ill) é reduzido na presenca de um substrato (RH) e

de eletrdes provenientes do NADPH (Figura 3) (Diirr er al, 2007).
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Figura 3 — Representagdo esquematica do ciclo catalitico do citocromo P450. As cores indicam os estados de

oxidagao do atomo de ferro do grupo hemo. Adaptado de Diirr er al, 2007.

0 sistema de monoxigenases dependentes do citocromo P450 desempenha um papel importante na sintese e na
degradagdo de compostos enddgenos, incluindo o metabolismo oxidativo de esterdides, vitaminas, acidos gordos, acidos
biliares, prostaglandinas e aminas biogénicas. Para além disso, funciona também como elementos de defesa contra a
acumulagao e produgdo de efeitos secundarios de certos compostos exdgenos, tais como, farmacos e xenobidticos (Figura 4),

isto € compostos quimicos estranhos a0 organismo, mas com capacidade de atuar no seu interior (por exemplo, aditivos
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alimentares, componentes ambientais e fumo de tabaco) (Ingelman-Sundberg, 2004; Ihou er al, 2009). As enzimas do
citocromo P450 sdo responsaveis por cerca de 5-10% do metabolismo e eliminagao de muitos farmacos utilizados diariamente
na pratica clinica, incluindo, os medicamentos psicotropicos. A CYP2D6 metaboliza pelo menos 30% dos medicamentos
clinicamente prescritos, enquanto que o restante é metabolizado por outras subunidades, como a CYPIA2, a CYP2(9, a
(YP2C19 e a CYP2EI (Shimada er al, 1994). Os farmacos e os xenobioticos lipofilicos s@o convertidos por oxidagao em
metabolitos mais hidrofilicos, perdendo o seu efeito farmacoldgico ou a sua toxicidade, de modo a serem mais facilmente
eliminados do organismo. Porém, a oxidagdo de certos compostos exdgenos, pode em alguns casos levar a formagao de
intermedidrios altamente reativos, capazes de atacar macromoléculas essenciais ao equilibrio fisiologico da célula. Estas
espécies reativas podem converter-se em compostos com atividade bioldgica irrelevante, sendo posteriormente eliminados do

organismo ou podem se acumular nas células, aumentando os efeitos citotoxicos, mutagénicos ou carcinogénicos.

Biossintese e Metabolismo de Metabolismo de Farmacos
Hormonas

Metabolismo de compostos

Metabolismo de compostos Citocromo P450 exdgenos

endogenos

Oxidagdo de Acidos Gordos Metabolismo de Xenobidticos

Figura 4 — Fungdes do citocromo P450.

Os genes da superfamilia P450 foram subdivididos e classificados de acordo com as recomendagdes do comité de
nomenclatura, com base na identificagdo dos aminoacidos e critérios de organizagao genética e filogenética. Assim, esta
nomenclatura consta do prefixo (YP, usado para designar o citocromo P450, seguido por um nimero que corresponde a
familia, uma letra que designa a subfamilia e um nimero, que se refere ao gene especifico (Figura 5). A sigla completa,
quando em italico, refere-se ao gene que codifica a enzima em questao. As enzimas de cada familia partilham entre si uma
homologia genética de, pelo menos, 40% e dentro de cada subfamilia essa homologia é de, pelo menos, 55% (Werck-

Reichhart & Feyereisen, 2000).

P 1 A 2

/ \

Gene

Familia

Figura 5 — Nomenclatura do sistema do Citocromo P450.
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Atualmente, o genoma humano contém I8 familias de CYP, divididas em 41 subfamilias de proteinas codificadas por
5T genes (Nebert er a/, 2013). As enzimas responsaveis pela biotransformagdo de xenobioticos no Homem e na maioria dos
mamiferos pertencem as familias CYP1, CYP2 e CYP3. A atividade e a expressao destas enzimas podem ser afetadas por
fatores ambientais, genéticos, farmacos, estilo de vida, idade e género.

Os genes do citocromo P450 humanos sao muito polimdrficos (Ingelman-Sundberg e al, 2007) e a presenca de
variantes alélicas num individuo ou numa populagao pode interferir com os efeitos farmacoldgicos e toxicoldgicos de farmacos,
toxinas e substancias cancerigenas. Estes efeitos levam a diferencas interindividuais e interétnicas, podendo afetar a resposta
aos farmacos utilizados, por exemplo para o tratamento da depressao (Kirchheiner e al, 2004; Sim et al, 2013). Deste
modo, a inducdo e/ou inibicdo destas enzimas pode originar situagdes de elevada toxicidade ou diminuigdo da atividade
enzimatica. A inibicdo da atividade das enzimas do citocromo P450 origina um aumento dos niveis sanguineos do farmaco,
podendo causar efeitos toxicos no organismo. Em contraste, a indugao da atividade das enzimas diminui os niveis sanguineos,
0 que compromete a eficicia teraputica. Diferentes perfis metabdlicos tém sido descritos de acordo com a atividade
enzimatica: metabolizadores lentos (PM) que contém genes com alteragdes ou delegdes; metabolizadores intermédios (IM)
constituidos por um alelo funcional e um alelo alterado ou por dois alelos alterados; metabolizadores extensivos (EM) que
apresentam dois alelos funcionais; e os metabolizadores ultra-rapidos (UM) que tém mais do que dois genes ativos (Ingelman-
Sundberg et al, 2007). Deste modo, os genes do citocromo P450 sao fundamentais em muitos processos e a presenca de

mutages nos genes ou deficiéncias nas enzimas podem estar na origem de varias doencas humanas graves.

.3 Contextualizagdo do sistema do citocromo P450 na etiologia do suicidio

0 comportamento suicida esta associado a doengas psiquiatricas. Individuos com doengas do foro psiquiatrico sao
sujeitos ao tratamento com antidepressivos e antipsicoticos. Embora, o objetivo do tratamento farmacologico consista
essencialmente em controlar e reduzir os sintomas carateristicos destas psicopatologias, os antipsicoticos atipicos também
contribuem indiretamente para reduzir o comportamento suicida (Meltzer es a/, 2003; Leon er al, 2011; Tiihonen ef af,
2012; Meltzer, 2013; Reutfors ef a/, 2013). A clozapina é um antipsicotico atipico metabolizado pelas enzimas do citocromo
P450, principalmente pela CYPIA2 (Eiermann et al, 1997; Ihou ef al, 2009). Este farmaco foi utilizado em alguns estudos
em individuos com doencas psiquiatricas e com historico de tentativas de suicidio, onde se verificou uma redugdo do
comportamento suicida (Meltzer er a/, 2003; Weitoft er al, 2014). A atividade da enzima CYPIA2 revela importancia no
metabolismo oxidativo da clozapina e determinados fatores ambientais podem induzir a atividade enzimatica, contribuindo
para o aumento da expressao da enzima CYPIA2. Alguns estudos tém demonstrado que polimorfismos no gene (FP/AZ estdo
associados com um aumento dos efeitos de antipsicoticos (Viiki er al, 2014). Genes deste sistema tém sido implicados no

tratamento da depressao major, onde individuos com esta psicopatologia apresentam um risco de suicidio de 6-15% (Davies
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et al, 2001; Iobel & Maier, 2010; Licinio & Wong, 2011). Recentemente, foram publicados dois estudos em individuos com
doengas psiquiatricas, onde avaliaram o papel de polimorfismos dos genes do citocromo P450 no comportamento suicida
(Serafini et al, 2012; Hofer er al, 2013). Para além dos agentes neuropsicofarmacoldgicos, as enzimas deste sistema também
sao responsaveis pela metabolizagdo de varios xenobidticos, como o etanol e as Anitrosaminas existentes na constituigdo do
tabaco. Assim, e seguindo esta linha de raciocinio, uma outra hipdtese a ter em conta é o facto de uma grande maioria dos
individuos com doengas psiquiatricas ser fumadora. Individuos fumadores com doencas psiquidtricas apresentam um risco de
suicidio maior, em relagdo aos nao fumadores (Tanskanen er af, 1998; Malone er al, 2003; Breslau er a/, 2005; Bronisch es
al, 2008; Hughes, 2008). Um estudo postmortem em humanos, comparando fumadores e ndo fumadores, revela que
individuos fumadores apresentam concentragdes significativamente mais baixas de serotonina (Benwell er a/, 1990). Assim, e
de acordo com esse estudo, o tabagismo pode eventualmente, afetar a fungdo da serotonina. Baixos niveis de serotonina no
sistema nervoso central tém sido relacionados com o comportamento suicida (Mann, 2003). Varias isoformas do sistema do
citocromo P450 tém sido sugeridas por desempenharem um papel importante em processos fisiologicos, nomeadamente a nivel
do sistema nervoso central (SNC) (Miksys & Tyndale, 2013). Uma grande parte dos farmacos terapéuticos que atuam no SNC
sao metabolizados pelas enzimas do CYP (Porcelli es al, 2011). Um maior conhecimento do metabolismo de

neurotransmissores enddgenos pelas enzimas do CYP no cérebro, pode contribuir para uma melhor compreensao do suicidio.

1.3.] Genes candidatos do citocromo P450

[.3.1.1 CYP1A2 (Citocromo P450, Familia I, Subfamilia A, polipéptido 2)

A CYPIA2 ¢é a principal enzima da familia | do citocromo P450 expressa no figado humano, representando cerca de
13% do seu conteido total de P450 (Shimada er a/, 1994). Esta enzima € responsavel pela metabolizagio de alguns
antipsicéticos atipicos utilizados clinicamente, incluindo a olanzapina e clozapina (Eiermann e af, 1997; Thou ef al, 2009). A
terapia com clozapina em individuos com esquizofrenia tem contribuido para reduzir o comportamento suicida (Meltzer er al,
2003; Meltzer, 2013). Varios estudos com polimorfismos do gene CYPIA2 tém sido realizados em individuos com esquizofrenia
(Basile et al, 2000; Schulze er af, 2001; Tiwari et al, 2005; Tay et af, 2007; Ferrari et al, 2012). A atividade de CYPIA2
¢ um factor importante no tratamento com clozapina em individuos com doengas psiquiatricas (Lous er al, 2003). Deste
modo, o risco de suicidio relacionado com as doengas afetivas pode estar associado com a presenga de polimorfismos neste
gene.

A presenca de diferencas interindividuais nos niveis de expressao e na atividade de CYPIA2 contribuem para que
existam diferencas significativas entre os individuos no metabolismo de farmacos e xenobidticos (Sim es al, 2013). Estas
variagbes na atividade catalitica de (YPIA2 sdo afetadas principalmente por fatores genéticos, epigenéticos e ambientais (Zhou
et al, 2009). 0 gene (VP/A2 humano é muito polimorfico, tendo sido ja identificados varios polimorfismos encontrados na
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regido reguladora 5’ e no intrdo |. Estas variantes sao muito importantes, uma vez que podem afetar a atividade e a
expressao enzimatica de CYPIA2 (Carrillo & Benitez, 1996; Nakajima ef al, 1999; Sachse e al, 1999). O polimorfismo C734A
do gene (FP/AZ contém uma transversao de C para A na posicao 734, localizada no intrdo | (Figura 6) e esta associado
com um aumento da atividade da enzima (YPIA2 em fumadores (Sachse e al, 1999; Sachse er al, 2003; Ghotbi er af,
2007). Sabe-se que o habito de fumar é frequente entre os individuos com esquizofrenia e que o suicidio tem sido associado
com o tabagismo (Malone er a/, 2003). Os constituintes do fumo do cigarro, como as Atnitrosaminas, induzem a atividade
da enzima CYP1A2, resultando em baixos niveis plasmaticos do farmaco (Sachse er al, 1999; Backman er af, 2008; Sim et
al, 2013). Fatores que inibam ou induzam a atividade de CYPIA2 sdo responsaveis por alteragdes no funcionamento da
enzima (YPIA2 e revelam importancia na suscetibilidade para determinadas doengas, bem como para a determinagao da
dosagem de antipsicoticos/ antidepressivos em individuos com doengas psiquiatricas (Lous e a/, 2003).

0 gene (YP/A2 localiza-se no cromossoma 15 (15q24.1) e tem aproximadamente 7,8 kb. E composto por sete
exdes e seis introes, sendo que o primeiro exao é nao codificante (Figura 6). A CYPIA2 é uma proteina com 515

aminoacidos e com uma massa molecular de 58,294 Da (lkeya et af, 1989).

(T34
Bopl200

SUTR T 3
Intrdo |

Figura 6 — Representagdo esquemitica da estrutura do gene (¥P/A2 com a localizagdo do polimorfismo C734A no

intrdo 1. Adaptado de Sachse er al, 1999.

Na literatura poucos sao os estudos de investigagdo com o polimorfismo do gene (¥P/A2 e o comportamento

suicida (Serafini er al, 2012; Hofer er al, 2013).

1.3.1.2 CYP2EI (Citocromo P450, Familia 2, Subfamilia E, Polipéptido 1)

0 ctocromo P450 2EI (CYP2EI) é um membro da superfamilia do citocromo P450 e o principal componente do
sistema microssomal hepatico de oxidagao do etanol (MEQS). Esta enzima é expressa principalmente no figado, mas também
em outros tecidos extrahepaticos, incluindo o cérebro, onde tem sido observada em diferentes regides cerebrais de modelos
animais e de humanos (Upadhya er al, 2000; Ogony e al, 2008). Recentemente, foram realizados estudos de associagao
entre os polimorfismos genético de (VP2£/ e a suscetibilidade para a esquizofrenia, bem como a relagdo entre a resposta
terapéutica de um antipsictico atipico em individuos com esquizofrenia (Huo er al, 2012). As doencas psiquiatricas
representam um fator de risco para o suicidio (Ishii er al, 2014), pelo que estudos com polimorfismos deste gene podera ser

relevante para uma melhor compreensdo do comportamento suicida. Por outro lado, os antipsicoticos utilizados para o



Capitulo | - Introdugao

tratamento de doencas do foro psiquitrico, também sao importantes para reduzir o comportamento suicida (Meltzer ef al,
2003; Reutfors er al, 2013). Tal como a enzima (YPIA2, também a (YP2El esta envolvida no metabolismo de alguns
farmacos clinicos, incluindo os medicamentos psicotropicos. Para além destas evidéncias, também se tem verificado que
individuos com doengas do foro psiquidtrico e com comportamentos suicidas, apresentam uma forte ligagdo com o tabagismo
(Malone er af, 2003). A enzima (YP2E| € responsavel pela metabolizagao e bioativagao de muitos compostos de baixo peso
molecular e de natureza hidrofobica, nomeadamente, xenobioticos, como o etanol e Atnitrosaminas (Gonzalez, 2007). 0
consumo  excessivo de etanol e a administragdo de nicotina, resultam na indugdo da atividade da enzima e,
consequentemente, no aumento dos niveis de transcricao do mRNA de (VP2£/ (Lieber, 1999; Howard ef a/, 2001). A indugao
de CYP2EI pode aumentar as concentracdes de espécies reativas de oxigénio (ROS) e levar ao desenvolvimento do stress
oxidativo. Os ROS provocam diferentes efeitos nas células, como a desnaturagao de proteinas, inativagdo de enzimas e
mutagbes no DNA (Lu & Cederbuam, 2008). Resultados anteriores indicam que esta enzima pode influenciar a
neurotransmissao dopaminérgica e formar ROS (Dai er a/, 1993; Hipdlito es al, 2009). Alteragdes em neurotransmissores,
como a dopamina e a serotonina, estdo associadas com o comportamento suicida (Raison er a/, 2006; Miller er al, 2009).
Apos estas evidéncias e sabendo que o comportamento suicida estd relacionado com as doengas psiquidtricas e que estas
parecem ser moduladas por alteragdes na atividade e na expressao da enzima (YP2EI, torna-se importante investigar um
eventual papel de variantes genéticas do gene (VP2F/ na etiologia do suicidio.

A regulagdo da expressdo do gene (FP2F/ é complexa, envolvendo varios niveis, como a transcrigdo, tradugdo,
estabilizagdo do mRNA e degradagao da proteina (Lieber, 1999). O gene (FP2F/ humano localiza-se no cromossoma [0
(10924.3) e contém 9 exdes e 8 intrdes (Figura 7) (Umeno e a/, 1988). Mais de 10 polimorfismos foram identificados na
regiao reguladora 5’ e intronica. Os polimorfismos que se localizam na regido reguladora 5’ do gene estdo relacionados com
a alteragdo da expressao da enzima. O polimorfismo -1053C>T situa-se na regido reguladora 5’ (Figura 7) e contém o local
de restricdo para a enzima de restricdo Asa/ Um outro polimorfismo genético que tem revelado importancia funcional é o
1632 T>A do gene (VP2F/ e que constitui um local de restrigdo para a enzima Jra/ (Uematsu ef al, 1991). Esta variante
consiste numa substituigao nucleotidica no sexto intrdo (Figura 7), sendo pouco provavel que afete diretamente na expressao

do gene.

Intrdo 6

-1053C>T 1632T>A
Rsal Dral

Figura 7 — Representagdo esquematica da estrutura do gene (¥P2F/, com a localizagao dos polimorfismos -

1053C>T na regiao reguladora 5’ e 7632 T>A no intrdo 6. Adaptado de Yim er al, 2013.
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Até a0 momento e na literatura disponivel nao existem evidéncias de estudos entre os polimorfismos -1053 (>T e

1632 T>A do gene (YP2E].

|4 Consideragdes gerais de genética

0 genoma humano é constituido por cerca de 30.000 genes, com um total de 3,12 bilides de nucledtidos.
Encontra-se armazenado em longas moléculas de DNA, chamadas de cromossomas. No total existem 23 pares de cromossomas
(22 pares autossomicos e | par sexual) ao longo do genoma humano. As sequéncias de DNA localizadas numa determinada
regiao especifica (focus) e que codificam proteinas sao conhecidas como genes e uma forma alternativa de um gene designa-
se de alelo. A um conjunto de alelos, denomina-se de genotipo (Kingsmore ef al, 2008).

Um alelo presente numa populagdo com uma frequéncia superior a |%, denomina-se de polimorfismo genético.
Estes polimorfismos sdo muito utilizados em estudos genéticos como marcadores genéticos, onde a localizagao da sequéncia de
DNA ¢é conhecida. Existem varios tipos de polimorfismos no genoma, SNP (Single Nucleotide Polymorphism), RELP (Restriction
Fragment Lenght Polymorphism), \NTRs (Variable Number Tandem Repeats), STRs (Short Tandem Repeats) e os (NVs ((opy
Number Variation). Os SNPs sdo sequéncias de DNA que diferem por um unico par de bases, com alteragdes localizadas em
todo o genoma e variam de individuo para individuo. As classes de SNPs podem ser divididas em, ndo génicas, génicas,
intronicas, 5’UTR, 3°UTR, sinonimas e ndo sinonimas (Barreiro es al, 2008). Os RFLPs contém uma alteragdo de um par de
bases na sequéncia de DNA que é reconhecida por uma enzima de restrigdo. Os VNTRs sdo caraterizados por alteragdes em
sequéncias de DNA repetitivo e os STRs sdo sequéncias curtas de DNA repetitivo. Os CNVs sao segmentos de DNA com um
tamanho compreendido entre | kilobase (Kb) e varios megabases (Mb). Sao uma forma de variagao genética nos humanos e
parecem ser responsaveis por varios mecanismos, tais como a diversidade genética entre os individuos e o aumento da
suscetibilidade para certas doencas (Burmeister, 1999; Cook & Scherer, 2008; Videira, 2011). Uma mutagao que ocorra na
regido codificante ou nas regioes reguladoras de um gene estrutural pode alterar o produto do gene ou interferir na sua
expressao, originando uma alteragao fenotipica, que pode levar ao desenvolvimento de uma patologia. Uma doenca que se
deva a uma alteragdgo de um dnico gene mutante é conhecida como mendeliana. As doengas mendelianas baseiam-se em
padroes muito especificos de heranca nas familias. Porém, muitas doencas, como as psiquitricas, ndo seguem os padrdes
mendelianos, uma vez que sao afetadas por varios fatores (doencas complexas) (Hunter, 2005).

0 Projeto Genoma Humano (HGP) foi um projeto internacional de I3 anos, iniciado em 1990 e finalizado em
2003. Este ambicioso projeto tinha como objetivos, a sequenciagao de 3 bilides de pares de bases do genoma humano,
mapear e identificar todos os genes humanos presentes na sequéncia de DNA e desenvolver um sistema de armazenamento

publico com toda a informagao sobre as sequéncias de DNA, disponivel numa base de dados. Este passo na ciéncia veio
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contribuir para o avango do conhecimento da biologia humana, permitindo melhorar a medicina e o desenvolvimento de
novas tecnologias utilizadas para sequenciar o DNA (International Human Genome Sequencing Consortium, 2004).

0 Projeto Internacional HapMap surgiu com o intuito de descrever as variantes de SNPs que ocorrem nos seres
humanos. Deste modo, o projeto descreve o que essas variantes sao, onde ocorrem no DNA humano e como sdo distribuidas
entre os individuos dentro das populagdes e entre populagdes em diferentes partes do mundo. Assim, foi possivel a
identificagdo de haplotipos, que s@o combinagdes de variantes alélicas presentes no mesmo cromossoma, sendo geralmente
herdadas juntas, devido ao desequilibrio de /ikage. O conhecimento de variantes de sequéncias de DNA que possam
contribuir para o desenvolvimento de uma doenca, permite uma melhor compreensdo das doencas complexas (The
International HapMap Consortium, 2007).

0 Projeto dos 1000 genomas surgiu com o intuito de desenvolver uma plataforma que permitisse uma melhor
compreensao da contribuicao genética para a doenga. Através do projeto do genoma humano sabe-se que todos os Humanos
compartilham cerca de 99% do material genético e que as diferencas individuais sao devidas a aproximadamente 1% do DNA
restante. Assim, o projeto dos 1000 genomas focou-se no estudo dessas variantes genéticas que diferenciam cada individuo.
Deste modo, sequenciou-se 1092 individuos saudaveis de 14 diferentes paises da Europa, Africa, América e da Asia. Com este
estudo internacional foi possivel identificar 38 milhdes de SNPs, 1,4 milhdes de pequenas insercdes e delecdes e mais de
14000 grandes delegdes presentes na populagao humana. O conhecimento de polimorfismos no DNA humano é essencial para
uma melhor localizagdo das variantes genéticas que possam estar associadas com uma determinada doenca, bem como com a

resposta aos farmacos (The 1000 Genomes Project Consortium, 2011, 2012).

1.5 Objetivos

0 sistema do citocromo P450 tem sido implicado no comportamento suicida. Deste modo, pretende-se estudar o
envolvimento de SNPs nos genes (VP/A2 (C134R) e C(YP2F/ (-1053C>T e 7632T>A) na etiologia do suicidio na populagao

Portuguesa.
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Capitulo 2 — Metodologia

1.1 Caraterizagdo da amostra

As amostras utilizadas para este estudo foram recolhidas de vitimas de suicidio e de controlos, de ambos os sexos,
com idades compreendidas entre os 18 e 86 anos, na populagio Portuguesa, no decorrer das autopsias Médico-Legais,
realizadas nos Gabinetes e Delegacoes do Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses. As vitimas de suicidio

consumaram o suicidio violento e nao violento. Todas as amostras foram recolhidas, apds consulta ao Registo Nacional de Nao

Dadores (RENNDA).

2.2 Extragao de DNA genémico

Os principais objetivos de um método de extragdo de DNA gendmico consistem, principalmente, em obter DNA em
quantidade suficiente, mantendo a integridade da molécula e livre de inibidores, de forma a evitar a sua degradacao e
contaminagao. Existem diferentes métodos especializados utilizados para a extragao de DNA genémico, incluindo, o método de
extragao organica (Fenol-Cloroformio), o método de extragdo de fase slida e o método de extragdo enzimatico. 0 método de
extragdo organica é um método de extragdo liquido-liquido que separa moléculas com base na sua solubilidade diferencial.
Este método utiliza solventes toxicos e envolve muitas etapas, o que pode aumentar o risco de contaminagao das amostras,
podendo interferir nos passos de quantificagdo e de PCR. O método de extragao de fase solida baseia-se na absor¢ao dos
acidos nucleicos a superficies solidas (por exemplo, matrizes de silica e particulas de vidro), com base no pH e no teor de sal
do tampdo (Tan & Yiap, 2009). Porém, o método de extragdo enzimatico apresenta vantagens relativamente aos outros
métodos, uma vez que permite obter DNA de elevado peso molecular, com bons rendimentos e grau de pureza da amostra. 0
principio do método baseia-se no salfing out das proteinas celulares por desidratagio e precipitagdo com uma solugao
saturada de NaCl. Este método de desproteinizagdo evita a utilizagdo de grandes quantidades de solventes organicos toxicos e
de elevado custo, como o fenol e o cloroformio (Miller er al, 1988).

A escolha adequada do método de extragdo depende do tipo de amostra e da quantidade de DNA necessaria. 0
DNA genomico pode ser extraido de diferentes materiais, nomeadamente, amostras de sangue, esfregagos bucais, saliva, urina,
entre outros materiais bioldgicos. Porém, o sangue apresenta-se como um material biologico de eleicao para o isolamento e
purificagao de DNA genomico de alto peso molecular e de facl obtencdo. (Dickinson ef a/, 2001). Os principais passos da
purificagdo incluem a lise das membranas celulares, libertagdo da molécula de DNA, inativagao das nucleases celulares,

precipitagao e solubilizagao do DNA.
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Figura 8 — Representagdo esquematica das etapas envolvidas durante o processo de extragdo de DNA gendmico.

Neste trabalho experimental, recolheu-se aproximadamente 10 mL de sangue de vitimas de suicidio para tubos

contendo o anticoagulante EDTA (Sigma). O isolamento do DNA gendmico (figura 8) realizou-se segundo uma metodologia

enzimatica descrita pelo método de Miller es a/ (1988), com algumas modificagdes. Inicialmente, adicionou-se aos 10 mL, trés

volumes de uma solugao tampao de lise de globulos vermelhos, constituida por NH,Cl 155mM (Sigma), KHCO, 10mM (Sigma),

Na,EDTA.2H,0 ImM (Sigma) e ajustada a um pH de 7,4. Em seguida, as amostras foram homogeneizadas e incubadas em

gelo durante 20 minutos. Apds o tempo de incubagao no gelo, as amostras foram centrifugadas numa centrifuga refrigerada

(Rotanta 460R, Hettich®), a 2500 rpm, durante |5 minutos e a 4°C. O sobrenadante foi desprezado e repetiu-se o

procedimento anterior. Ao pellet obtido, adicionou-se 4 mL de uma solugdo tampao de lise de globulos brancos, constituida

por Tris-HCl [0 mM (Sigma), NaCl 400 mM (Sigma), Na,EDTA.2H,0 2 mM (Sigma) e ajustada a um pH de 8. Com o pellet em

solugdo, adicionou-se 250 pL de detergente ionico SDS a 10% (BioRad®) e ao fim, de algum tempo, 30 pL de Proteinase
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K (Roche) a 20 mg/mL foram adicionados. O SDS é um detergente e um agente desnaturante, que dissocia o DNA das
proteinas nucleares e inibe, em certa medida, a atividade de DNAses. A Proteinase K é uma protease endolitica, utilizada para
hidrolisar as proteinas, clivando as suas ligagdes peptidicas. As amostras foram incubadas a 37°C durante cerca de dois dias
sob agitagdo constante (Incubator $I60D, Bibby — Stuart Scientific). As proteinas foram removidas por safting-out, apds a
adicdo de 3 mL de uma solugdo saturada de NaCl 6M (Sigma) seguida de centrifugacao a 3750 rpm, durante 30 minutos e a
25°C. Ao sobrenadante obtido, adicionou-se duas vezes o volume de etanol absoluto para precipitar o DNA gendmico. 0
etanol induz uma mudanca estrutural nas moléculas de DNA, fazendo com que se agreguem e, consequentemente, precipitem.
Seguidamente, procedeu-se a lavagem do DNA em etanol a 70% e adicionou-se Tris-EDTA (Tris-HCI 10 mM (Sigma),
Na,EDTA.2H,0 | mM (Sigma), ajustado a pH 7,4) para permitir a solubilizaggo do DNA. Por fim, as amostras foram incubadas

a 37°C até uma total solubilizagao do DNA e posteriormente, armazenadas a 4°C.

2.3 Quantificagdo da amostra

Os acidos nucleicos em solugao absorvem fortemente a radiagdo ultravioleta (UV) a comprimentos de onda
compreendidos entre 220 e 320 nm, com um pico de absor¢do maximo a 260 nm. Este processo é baseado na Lei de
Lambert-Beer que estabelece que a quantidade de luz absorvida é diretamente proporcional ao percurso dptico e concentragao
da amostra, A= €d, em que A-absorvancia, €-coeficiente de extingdo molar (M'cm”), c-Concentragio da amostra (mol/L) e
|-percurso dptico (Owen-Reece er al, 1999).

A absorvancia dos acidos nucleicos no UV deve-se a presenca das bases azotadas, pirimidinas e purinas e € utilizada
como medida de pureza dos acidos nucleicos. A razao A, /A, permite estimar o grau de pureza da amostra contendo acidos
nucleicos (Nicklas & Buel, 2003). Se a amostra estiver pura, a razdo devera estar compreendida entre 1,8 e 2,0. Porém, para
valores inferiores a este intervalo, a amostra podera estar contaminada com proteinas.

Para uma solugao de DNA em cadeia dupla, com uma A260 nm de uma unidade e, considerando o percurso dptico
de | om, a concentragdo de acido nucleico serd aproximadamente 50 pg/mL. Assim, e utilizando a equagdo da Lei de
Lambert-Beer & possivel estabelecer a seguinte equagao, [DNA](pg/mL)=A260%fator de diluicao>50pg/mL (Nicklas & Buel,
2003).

Para a quantificagdo e determinagdo do grau de pureza das amostras, estas foram diluidas (1:25) e adicionadas a
uma célula de quartzo (Quartz spectrophotometer, Micro 16.50-Q-10/8,5mm, Bio-Rad® Labs). Antes de iniciar a leitura das
absorvancias, procedeu-se a calibragao do aparelho (100 pL de agua milliQ). A leitura das absorvancias das amostras a 260
nm e a 280 nm, a determinagdo das respetivas concentragdes e as razoes das absorvancias A,,/A,, foram realizadas num

espectrofotometro (SmartSpec ™ Plus Spectrophotometer, Bio-Rad®).
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24 Amplificagdo de DNA gendmico

A técnica de PR deve-se o seu nome ao Dr. Kary Mullis e seus colegas, que desenvolveram o processo em meados
dos anos 1980. Este avanco na Ciéncia e na Tecnologia permitiu a Mullis, o prémio nobel em Quimica em [993. Esta técnica
tornou-se numa das ferramentas mais utilizadas em biologia molecular e em genética (Mullis, 1990), uma vez que permite
amplificar regioes especificas do DNA, obtendo-se mdltiplas copias a partir de uma quantidade reduzida de DNA (Fairchild es
al, 2006). E uma técnica com uma diversidade de aplicagdes, nomeadamente, a sua utilizagdo no estudo de polimorfismos e
mutages pontuais, na sequenciagdo do DNA, andlise de RNA, em processos de clonagem, diagndstico de doengas hereditarias
e infecciosas (Peake, 1989; Videira, 2011). Porém, é um método muito sensivel e por esse motivo deve ser realizado com o
maximo de cuidado a fim de evitar contaminagdes e falsos resultados.

Para a realizagdo de uma reagao de PCR € necessrio essencialmente, a sequéncia de DNA que se quer amplificar,
um par de primers (normalmente cerca de 20 a 30 bases de comprimento), desoxinucledtidos trifosfato (dATP, dCTP, dGTP e
dTTP) e uma enzima para a sintese de DNA, como a 7ag DNA polimerase. Esta enzima foi extraida da bactéria 7Thermus
aquaticus, que vive em aguas termais. E uma polimerase estavel e ativa a elevadas temperaturas, conseguindo sobreviver
incubagdo prolongada a 94°C (Mullis, 1990). Estas carateristicas tornam esta enzima perfeita na fase de adicionar dNTPs livres
e na formagdo da nova cadeia de DNA. Contudo, é necessario a utilizagao de determinados reagentes que garantam as
condigdes otimas para um correto funcionamento da enzima. O buffer (tampao) tem como fungdo proporcionar o meio
adequado para o funcionamento da enzima e o Mg'* aumenta substancialmente a estabilidade da enzima e da cadeia de
DNA (Fairchild ez al, 2006).

Uma reacgao de PCR envolve uma série de ciclos, realizados com diferentes temperaturas, em que cada ciclo
consiste em trés fases: desnaturagdo da molécula de DNA (Desnaturagdo), emparelhamento dos primers (Annealing) e sintese
de DNA (Extensdo) (figura 9). O passo de desnaturagdo consiste na incubagao do DNA a uma temperatura elevada, cerca de
95°C para separar a dupla cadeia. 0 emparelhamento dos primers ocorre a temperaturas inferiores, cerca de 55°C. Esta
temperatura varia, dependendo da composico dos primers e da sua complementaridade com o DNA alvo. E uma fase muito
importante porque € nesta etapa que ocorre o reconhecimento e a ligagdo dos primers as sequéncias complementares do
DNA. Por fim, a sintese de DNA é realizada pela 7ag DNA polimerase a 72°C. Esta enzima faz a elongagdo dos primers
usando como molde a cadeia a que cada primer esta emparelhado. A sintese é dirigida no sentido 5’3, a partir da regido
de iniciagdo. E um processo muito rapido, simples e eficaz (Peake, 1989; Videira, 2011).

As reacgdes de PCR sdo realizadas em termocicladores (C1000™ Thermal Cycler, Bio-Rad®) que, ao longo de
minutos a algumas horas (Fairchild es a/, 2006), amplificam o DNA exponencialmente, obtendo-se a cada n ciclos, 2"
moléculas de DNA (Saiki e af, 1988).

Porém, esta técnica também apresenta algumas limitagdes, como por exemplo, a possibilidade de amplificagao de

sequéncias ndo especificas. Qutra desvantagem € a limitada extensdo da sequéncia que é possivel amplificar, ou seja, € dificil
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aplicar a PCR a sequéncias maiores do que 5kb. Pode também ocorrer incorporagao incorrecta de bases durante a replicagao,
uma vez que a /ag DNA polimerase ndo tem a capacidade de corre¢do de erros comuns as DNA polimerases (atividade

exonuclease 3’>5") (Peake, 1989; Videira, 2011).
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Figura 9 — Representagdo esquematica das etapas de PCR. |. A molécula de DNA é sujeita a temperaturas entre 90°-100°C e
as duas cadeias separam-se. 2. Nesta fase a temperatura diminui para 30°-65°C e os primers ligam-se as sequéncias
complementares. 3. A solugdo é novamente aquecida para temperaturas entre 60°-70°C. A 7ag DNA polimerase sintetiza a
nova cadeia de DNA, formando moléculas de DNA em cadeia dupla. 4. Os ciclos sdo repetidos varias vezes. Adaptada do WH

Freeman and Company, 2005.

1.5 Enzimas de Restricao e Eletroforese em Gel de Agarose

As enzimas de restricao foram descobertas na década de [970. Estas enzimas reconhecem sequéncias especificas de
DNA em cadeia dupla, constituidas por 4 a 6 nucledtidos, clivando-as. A utilizagdo destas enzimas é importante na clivagem
da molécula de DNA em fragmentos mais pequenos e mais resistentes, permitindo o isolamento, identificagao e caraterizagao
da regido de interesse do gene em estudo (Mullis, 1990).

Para estimar o tamanho dos fragmentos de acidos nucleicos, apds a digestdo com enzimas de restricao, o método
mais utilizado é a separagao eletroforética. A eletroforese de DNA € essencialmente realizada em gel de agarose (Videira,
2011). 0 tamanho dos poros de agarose é determinado pela concentragao do gel e pode ser manipulado para garantir uma
separagao mais eficaz, por exemplo, quanto menor for a diferenca de tamanhos entre os fragmentos de DNA, mais
concentrado tera de ser o gel de modo a conseguir uma boa separagao dos fragmentos (Sambrook er al, 1989).

A preparagao do gel consiste em dissolver uma determinada quantidade de agarose numa solugdo tampdo, como o
TBE IX (Trizma base 89 mM (Sigma), Acido Bérico 89 mM (Merck), Na,EDTA.2H,0 2mM). A utilizagio desta solugdo tampdo é

importante para garantir que nao ocorre alteragao da carga do DNA (Sambrook e a/, 1989). Paralelamente, prepara-se uma
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forma apropriada e colocam-se pentes que irdo permitir obter fileiras de pogos, onde posteriormente serao colocadas as
amostras a analisar. A solugdo, que contém agarose, TBE IX e brometo de etidio, é colocada na montagem referida
anteriormente e deixa-se a solidificar. Aos produtos de amplificagdo ou de digestdo adiciona-se 5pl de uma solugdo de
loadling buffer contendo dois corantes (azul de bromofenol 0,25% e xileno cianol 0,25%) e glicerol a 30%. Esta solugao
aumenta a densidade da amostra e permite a sua coloragao (Sambrook er a/, 1989). As amostras de DNA e o marcador de
pesos moleculares (Gene Ruler 100 bp, DNA /adder, Thermo Scientific) sdo colocados nos pogos do gel. 0 gel é transferido
para uma tina de eletroforese, imerso em TBE IX e sujeito a aplicagdo de um campo elétrico. O processo consiste em
separar e identificar eficazmente as moléculas de DNA. Assim, as moléculas carregadas negativamente deslocam-se para o
anddo e as moléculas carregadas positivamente deslocam-se para o catodo. Como as moléculas de DNA a pH neutro
apresentam carga negativa, devido aos grupos fosfato, os fragmentos vao migrar para o polo positivo (anddo). A mobilidade
dos fragmentos de DNA no gel de agarose é inversamente proporcional ao log,, do nimero de pares de bases. Quanto menor
for o fragmento de DNA, maior serd a distancia percorrida no gel de agarose durante a eletroforese (Fairchild e a/ 2006).
As moléculas do mesmo tamanho vao migrar conjuntamente, formando bandas, que podem ser visualizadas com o auxilio de
luz ultravioleta. O brometo de etidio (10 mg/mL, Invitrogen) é uma substancia mutagénica, que se intercala entre os pares
de bases de DNA e na presenca de raios UV, emite fluorescéncia (Sambrook ez af, 1989; Videira, 2011).

0 tamanho dos fragmentos é comparado com um marcador de pesos moleculares (Gene Ruler 100 bp, DNA /adder,

Thermo Scientific).

1.6 Genotipagem de polimorfismos em Genes do CYP450

2.6.1 Estudo do polimorfismo C734A localizado no intrdo | do gene (1P/A2

0 polimorfismo (734A do gene (VP/A2 foi genotipado de acordo com o protocolo descrito por Basile e a/ (2000),
com algumas alteragdes. Este polimorfismo apresenta o local de restricdo para a endonuclease Bsp/20/ Deste modo,
procedeu-se a realizagao da técnica de PCR, onde cada tubo de reagao continha um volume final de 25pL, constituido pelos
reagentes representados na tabela I. O DNA gendmico foi desnaturado inicialmente a 95°C durante 5 minutos, seguindo-se o
passo de amplificacdo que consistiu em 30 ciclos a 94°C 60", 57°C 60” e 72°C 60”. O ciclo de PCR terminou com uma

extensao final de 5 minutos a 72°C.
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Tabela | — Reagentes e as respetivas quantidades utilizados para a amplificagdo e genotipagem do polimorfismo (734A do

gene (1PIA2.

Reagente Quantidade

DNA genémico 100 ng
Buffer (Invitrogen) IX
MgCl, (Invitrogen) 1,5 mM
dNTPs (Invitrogen) 0,05 mM
Primers (Invitrogen) 1,5 ng/plL
Tag DNA polimerase (Invitrogen) 0,025 U/pL

Os produtos de PCR foram digeridos com a enzima de restricdo Bsp/20/ durante a noite a 37°C. Em seguida,
adicionou-se SpL de corante (azul de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%) com glicerol a 30%, aos fragmentos obtidos
pela digestdo com a enzima. Posteriormente, os produtos resultantes foram separados através da técnica de eletroforese em
gel de agarose a 2,5%, contendo TBE X e brometo de etidio (10 mg/mL, Invitrogen).

A visualizagdo dos fragmentos de digestdo foi efetuada no sistema de imagem Ge/ Doc (BioRad®) e os respetivos
pesos moleculares foram determinados por comparagdo com um marcador de peso molecular (Gene Ruler 100 bp, DNA

ladder, Thermo Scientific).

2.6.2 Estudo dos polimorfismos -1053C>T e 7632T>A localizados na regido reguladora 5’ e no intrdo 6 do gene

CYP2E], respetivamente

Com base em algumas condigdes descritas por Wang e al (1999), efetuou-se a genotipagem dos polimorfismos -
1053C>T e 7632T>A do gene (YP2F/. (ada reagdo de PCR, num volume final de 25pL, continha os reagentes presentes na
tabela 2. Os ciclos de PCR para cada polimorfismo genético de (FP2F/, decorreram segundo as seguintes condigdes:

e  Polimorfismo -1053C>T do gene (VP2F/

Desnaturagdo inicial do DNA genomico a 95°C durante 5 minutos

Desnaturagao do DNA a 95°C 30”

35 ciclos de amplificagao Annealing a 56°C 30”

Extensao a 72°C 45”
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Extensao final a 72°C durante 7 minutos
e  Polimorfismo 7632T>A do gene (/P2F/

Desnaturagao inicial do DNA gendmico a 4°C durante 4 minutos;

Desnaturagao do DNA a 94° 60”

35 ciclos de amplificacao S— Annealing a 60°C 60"
Extensao a 72°C 120”

Extensdo final a 72°C durante 7 minutos.

Tabela 2 — Constituintes da reagdo de PCR e as suas respetivas quantidades utilizados para a amplificagdo e genotipagem dos

polimorfismos -1053C>T e 7632T>A do gene (VP2£/.

-1053C>T 1632T>A

Reagente Quantidade
DNA gendmico 100 ng 120 ng
Buffer (Invitrogen) IX IX
MgCl, (Invitrogen) 2 mM 1 mM
dNTPs (Invitrogen) 0,2 mM 0,2 mM
Primers (Invitrogen) 0,2 pM 0,2 pM
Tag DNA polimerase (Invitrogen) 0,04 U/plL 0,6 U

Os produtos de amplificagdo foram incubados overmght e digeridos pelas enzimas de restricao Asa/ e Dral a 31°C.
Os fragmentos resultantes da digestdo foram separados por eletroforese em gel de agarose a 2,5%, contendo brometo de
etidio (10 mg/mL, Invitrogen) e tampao TBE IX, tendo sido adicionados 5pL de corante (azul de bromofenol 0,25%, xileno
cianol 0,25%) com glicerol a 30% as amostras. Os fragmentos foram visualizados no sistema de imagem Ge/ Doc (BioRad®)
e os respetivos pesos moleculares foram obtidos por comparagao com um marcador de peso molecular (Gene Ruler™ 100

bp, DNA /adder, Thermo Scientific).
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2.7 Andlise Estatistica

A analise dos resultados foi efetuada utilizando o Primer of Biostatistics program (versao 3.01) (Glantz, 1992).
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Capitulo 3 — Resultados e Discussao

3.1 Polimorfismo C734A do gene CIP/A?

No presente estudo investigou-se o papel do polimorfismo C734A do gene (¥P/A2 localizado no intrdo | em
amostras de vitimas de suicidio na populagao Portuguesa. Os produtos da amplificacdo de PCR foram digeridos pela enzima

Bsp/ 201 Os locais de restrigao para a enzima Bsp/20/ encontram-se representados na figura 10.

5.6l GGCC...3’
3...((GG46...5

Figura 10 — Locais de restrigdo para a enzima Bsp/20

Na figura |1 esta representado um esquema dos fragmentos resultantes da digestao com a endonuclease Bsp/20/ 0
alelo wild-type (alelo C) apresenta a sequéncia de restricdo para a enzima, pelo que é identificado pela presenca de dois
fragmentos, a 130 pb e 240 pb. Por outro lado, o alelo mutante (alelo A) ndo contém o local de restricdo para a enzima,

sendo identificado apenas pelo fragmento a 370 pb.

LU

(C CA AA M

Figura Il — Imagem esquematica correspondente aos produtos obtidos da digestio com a enzima de restrigao
Bsp/20/ 0 genotipo (C apresenta dois fragmentos de digestao a 130 pb e 240 pb. No gendtipo AA apenas se observa um
fragmento a 370 pb, uma vez que n3o apresenta local de restricdo para a enzima. Relativamente ao gendtipo CA, este

contém o total dos trés fragmentos. O M corresponde ao marcador de peso molecular de 100 pb.

Na tabela 3 encontra-se representado a distribui¢do genotipica e alélica do polimorfismo C734A do gene (¥P/A2 em
amostras de vitimas de suicidio e controlos. A percentagem de individuos com o gendtipo CC revelou ser superior em vitimas

de suicidio (54%), comparativamente com o grupo controlo (48%). Da mesma forma, o alelo C apresentou uma percentagem
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superior em individuos vitimas de suicidio (74%), em comparagdo com o grupo controlo (70%). Os resultados deste estudo
ndo revelam associagdo entre o polimorfismo (734A do gene (¥P/A2 e o suicidio, quer para a distribuido genotipica ( x *=

,24; df=2; p= 0,54), quer para as frequéncias alélicas (x *= 0,93; df=1; p= 0,33).

Tabela 3 — Frequéncias genotipicas e alélicas referentes ao polimorfismo (734A do gene (YP/AZ em vitimas de suicidio e

controlos.

Suicidio Controlo
(n=183) (n=180)

(C 98 (54) 86 (48) x2=124

" df=1

Gendtipos (%) (A 14 (40) 81 (43) p=0,54
AA Il (6) 13 (7)

Alelos (%) ( 270 (14) 153 (70) x2=0,93

df=1
A 96 (26) 107 (30) p=0,33

Atualmente, e de acordo com a literatura, existem apenas dois estudos com o polimorfismo genético de (¥P/A2 e o
comportamento suicida (Serafini es al, 2012; Hofer e al, 2013). Serafini es al (2012) estudaram este polimorfismo em
mulheres Italianas diagnosticadas com doencas psiquiatricas. 0 estudo de Hofer es a/ (2013) foi realizado em individuos
caucasianos diagnosticados com a depressao major, onde o objetivo consistia em verificar se existia associagao entre os perfis
metabolicos do gene (¥P/AZ e o comportamento suicida. Em ambos os estudos nao se verificou associagdo entre o
polimorfismo C>A e o comportamento suicida, tal como se veio a verificar no nosso estudo (Serafini ef al, 2012; Hofer et
al, 2013).

Estas variagdes genéticas podem ter uma maior influéncia na alteragdo da resposta e/ ou toxicidade de uma
variedade de farmacos e xenobidticos metabolizados pela CYPIA2. Diferentes estudos tém referido uma associagao entre este
polimorfismo e algumas doengas. Por exemplo, tem sido observado uma associagao entre a discinesia tardia em individuos
com esquizofrenia e esta mutagao (Basile er a/, 2000). Uma grande maioria dos individuos com esquizofrenia é fumadora.
Alguns estudos tém demonstrado uma relagdo positiva entre o tabagismo e o comportamento suicida em individuos com
doengas psiquiatricas, pelo que seria interessante investigar este tipo de polimorfismo em individuos vitimas de suicidio que
tenham sido fumadores. (Tanskanen ef a/, 1998). Anteriormente ja foi referido que fumar induz a atividade da enzima
(YP1A2 que, consequentemente, leva a uma diminuigo dos niveis de antipsicoticos no plasma. Assim, o efeito destes farmacos

¢ reduzido e pouco eficaz no tratamento, sendo muitas vezes necessario aumentar a dose dos antipsicoticos, o que pode
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eventualmente aumentar os niveis de antipsicoticos no plasma, levando ao desenvolvimento de determinadas patologias (Basile

et al, 2000; Chong er al, 2003; Tiwari et al, 2005).

3.2 Polimorfismos -1053 C>T e 7632T>A do Gene C(YP2£/

Polimorfismos genéticos do gene (FP2F/ tém sido relacionados com o desenvolvimento de varias doengas
psiquiatricas e na eficacia clinica de alguns medicamentos psicotrdpicos. Neste trabalho experimental estudou-se uma possivel
associagao entre os polimorfismos -1053C>T e 7632T>A do gene (VYP2F/ e a suscetibilidade para o suicidio na populagao
Portuguesa.

Nas figuras 12 e I3 estao representadas os locais de restricao para a enzima Asa/ e o esquema dos fragmentos
resultantes da digestao com a Asaj para o polimorfismo -1053C>T do gene (YP2£/, respetivamente. Os gendtipos para esta
variante genética foram classificados como (C (homozigéticos), TT (homozigdticos) e CT (heterozigoticos). O alelo C é definido
pela presenca do local de restrigdo de Asa/ O alelo mutante raro (alelo T), carateriza-se pela auséncia do local de restrigao
Rsal e esta associado com uma maior atividade transcricional do gene (FPZF/, resultando em niveis elevados de mRNA e de
proteina, relativamente ao alelo wild fype (alelo C) (Hayashi er al, 1991; Watanabe er al, 1994). Os produtos de

amplificagdo a 410 pb foram digeridos com a enzima Asal

5 GTVAC...3
... ApTG...5

Figura 12 — Locais de restricao para a enzima Asal

(C a T M

50pp ——> — —

Figura 13 — Representagao esquematica dos produtos resultantes da digestdo com a enzima de restricao Asa/ para

o polimorfismo -1053C>T do gene (FPZF/. A variante homozigética para o alelo C estd representada pelos fragmentos a 50
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e 360 pb. A variante heterozigotica é constituida pelos fragmentos a 50, 360 e 410 pb. Em relagdo a variante homozigética
para o alelo T, esta nao apresenta local de restricao para a endonuclease, sendo representada apenas pelo fragmento a 410

pb. O marcador de peso molecular de 100 pb estd representado pela letra M.

Na tabela 4 estao representadas as frequéncias genotipicas e alélicas referentes ao polimorfismo -1053C>T do gene
(YP2F/ em amostras de vitimas de suicidio e controlos. O gendtipo CC revelou ser ligeiramente superior em vitimas de
suicidio (95,1%), em relagio ao grupo controlo (93,4%). E de salientar, que neste estudo ndo existem individuos com a
variante mutante homozigética para o alelo T, tanto na amostra de vitimas de suicidio, como no grupo controlo. Por outro
lado, verifica-se que o alelo wi/d-type (alelo () encontra-se bem representado na populagdo Portuguesa, com uma frequéncia

de 96,7% no grupo controlo.

Tabela 4 — Frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo -1053C>T do gene (¥P2F/ em vitimas de suicidio e controlos.

Suicidio Controlo
(n=183) (n=181)
(C 174 (95,1) 169 (93.4) =026
Gendtipos () W] 9 (49) 12 (6,6) df=2
p=0,634
m 0 (0) 0 (0)
Alelos (%) C 357 (97,5) 350 (96,7) %%=0219
df=|
T 9 (2.5) 12 33) p=0,639

Os resultados obtidos para o polimorfismo -1053C>T do gene (VP2F/ em vitimas de suicidio ndo revelam
associagdo relativamente as frequéncias genotipicas (x *=0,226; df=2; p=0,634) e alélicas (x *=0,219; df=1; p=0,639).

Os resultados apresentados constituem os primeiros dados no que diz respeito ao estudo do polimorfismo -1053C>T
do gene (YP2F/ na etiologia do suicidio, tanta na populagao Portuguesa, como a nivel mundial. Este polimorfismo genético
tem sido descrito por influenciar a ligagao do fator de transcricdo na regido reguladora 5’ do gene (VPZF/ e,
consequentemente, em alterar os niveis de expressao de mRNA (Watanabe er a/, 1994). Apesar de neste estudo ndo se ter
obtido associagao entre o polimorfismo -1053C>T do gene (VP2F/ e o suicidio, é necessario continuar nesta linha de
investigacao. Continuou-se o estudo de associagdo, com o intuito de avaliar a contribuigdo do polimorfismo 7632T>A do gene
C(YP2E/ na etiologia do suicidio. Na figura 14 esta esquematizada o local de restricao para a enzima de restricdo Jra/ para
o polimorfismo 7632T>A do gene (YPZF/. Apos a amplificagdo do DNA pela técnica de PCR, os produtos amplificados foram
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digeridos com a enzima de restricao Dral. A variante wild-type (DD) apresenta locais de restrigao para a endonuclease Dral,
dando origem aos fragmentos de 572, 302 e 121 pb. A variante mutante homozigética (CC) nao tem a sequéncia de

restrigao, sendo identificado pela presenca dos fragmentos 874 e 121 pb. O gendtipo DC, corresponde aos fragmentos a 874,

572, 302 e 121 pb (figura I5).

5 TITVAM. .3
. MATIT..5

Figura 14 — Sitios de restrigdo para a endonuclease Jral.

UL

DD DC (c M

4 pp —> S —

Figura 15 — Figura esquematizada pelos fragmentos de digestao obtidos para o polimorfismo 7632T>A do gene
(YP2F], utilizando a endonuclease Jral O gendtipo DD contém os fragmentos de restricao a 121, 302 e 572 pb. 0 gendtipo
(C esta representado pelos fragmentos 121 e 874 pb. O gendtipo DC € constituido por todos os fragmentos obtidos. A letra

M corresponde ao marcador de peso molecular de 100 pb.

Os resultados obtidos para a genotipagem do polimorfismo 7632T>A do gene (YP2F/ estao descritos na tabela 5.
No nosso estudo, o alelo mutante (alelo C) apresenta uma maior prevaléncia tanto nas amostras de suicidio (91,5%), como

no grupo controlo (91,2%).

27



Capitulo 3 - Resultados e Discussao

Tabela 5 — Resultados das frequéncias genotipicas e alélicas obtidos para o polimorfismo 7632T>A do gene (VP2F/ em

vitimas de suicidio e controlos.

Suicidio Controlo
(n=260) (n=280)
Gendtipos (%) DD 3 (1) 3 (1,1) £P=0065
DC 38 (14,6) 43 (1523) df=2
p=0,968
(C 219 (84,2) 234 (83,6)
2=
Alelos (%) D 44 (85) 19 (8,9) x df=°|'°°4
C 476 (91,5) 511 (91,2) p=0,952

Ao analisarmos esta tabela, verificamos que ndo se obteve associagdo para as frequéncias genotipicas ( x *=0,065;
df=2; p=0,968) e alélicas (x >=0,004; df=1; p=0,952) entre a variante genética de (VP2F/ e o suicidio. E importante
salientar que, até a data, ndo estd publicado qualquer estudo referente ao polimorfismo 7632T>A do gene (YP2F/.

A falta de associagao entre os polimorfismos do gene (¥P2F/ e o suicidio, ndo significa que esta enzima ndo revela
importancia no comportamento suicida. CYP2EI € importante no metabolismo de xenobidticos e um potente produtor de
espécies reativas de oxigénio (Zima er a/, 2001). A indugdo desta enzima com etanol pode causar stress oxidativo, levando a
um aumento da producdo de metabolitos de peroxidacdo lipidica em astrocitos, que tém sido verificados nos cérebros de
individuos com esquizofrenia (Montoliu e a/, 1995; Schulz ef al, 2000). Ja foi referido anteriormente que, o risco de suicidio
esta associado com algumas doengas psiquidtricas, nomeadamente, a esquizofrenia, pelo que as alteragdes manifestadas em
estudos postmortem de individuos esquizofrénicos, podem estar associadas com uma maior suscetibilidade para o

comportamento suicida.
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Capitulo 4 — Conclusao

[. - Os resultados obtidos relativos ao polimorfismo C734A do gene (¥P/A2 ndo revelaram associagdo entre este

polimorfismo genético e o suicidio na amostra estudada.

2. Relativamente ao gene (YPZF/, os resultados deste estudo ndo revelaram associagao entre os polimorfismos -

[053C>T e 7632T>A e o suicidio.
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