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Resumo

O suicidio ¢ um grave problema de saude publica, sendo anualmente
responsavel por cerca de um milhdo de mortes a nivel mundial. Diversas evidéncias
indicam que os sistemas de neurotransmissores serotoninérgico e noradrenérgico estao
envolvidos na etiologia do suicidio. Deste modo, investigou-se a associa¢do entre
variantes genéticas nos genes HTR2A (T102C), SLC644 (VNTR Stin2) e ADRA2A (C-
1291G) e o suicidio na populagdo Portuguesa.

Relativamente ao polimorfismo T102C do gene HTR2A, os resultados obtidos
ndo revelaram diferengas estatisticamente significativas entre a amostra de vitimas de
suicidio e a amostra controlo, quer na distribui¢io genotipica (y’= 4,150; df= 2; p=
0,126) quer na distribuigdo alélica (x*= 0,14; df= 1; p= 0,708). A semelhanca do gene
HTR24, a andlise estatistica efetuada ndo mostrou associacdo entre o polimorfismo
VNTR Stin2 do gene SLC644 e o suicidio (frequéncias genotipicas: y*= 0,097; df= 2;
p= 0,953; frequéncias alélicas: x2= 0,002; df= 1; p= 0,964). Procedeu-se também a
andlise dos resultados do polimorfismo C-1291G do gene ADRA2A sendo os mesmos
negativos, quer para a distribui¢do genotipica (y’= 1,660; df= 2; p= 0,436) quer para a
distribuigio alélica (y*= 1,479; df= 1; p= 0,224). Face ao exposto, os resultados no seu
conjunto nao revelaram associacdo entre os genes dos sistemas serotoninérgico e

noradrenérgico e o suicidio.

Palavras-chave: Suicidio; Sistemas serotoninérgico e noradrenérgico; Genes HTR2A,

SLC6A4 e ADRA2A.



Abstract

Suicide is a serious public health problem, being annually responsible for about
one million deaths worldwide. Several evidences indicate that the serotonergic and
noradrenergic neurotransmitters systems are involved in the etiology of suicide.
Therefore, the association between genetic variants in HTR2A (T102C), SLC6A44 (Stin2
VNTR) and ADRA24 (C-1291G) genes and suicide in the Portuguese population was
investigated.

Regarding the T102C polymorphism in HTR2A4 gene, the results revealed no
statistically significant differences between the sample of suicide victims and control
sample, both in genotype (3= 4.150, df= 2, p= 0.126) and allele distribution (x’= 0.14,
df= 1, p= 0.708). Similarly to the HTR2A4 gene, the performed statistical analysis
showed no association between the Stin2 VNTR polymorphism in SLC644 gene and
suicide (genotype frequencies: y’= 0.097; df=2; p= 0.953; allele frequencies: y’= 0.002;
df= 1; p= 0.964). The analysis of the results of the C-1291G polymorphism in the
ADRA2A gene was also fulfilled, being the results negative, both in genotype (3=
1.660, df= 2, p= 0.436) and allele distribution (y’= 1.479, df= 1, p= 0.224). Given the
above, the overall results revealed no association between the genes of the serotonergic

and noradrenergic systems and suicide.

Keywords: Suicide; Serotonergic and noradrenergic systems; HTR2A, SLC6A4 and
ADRAZ2A genes.
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Capitulo I — Introducio

1. Introducio

1.1 Contextualiza¢do geral do suicidio

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saide (OMS), o suicidio ¢ o
resultado de uma agdo deliberadamente executada por um individuo com pleno
conhecimento do seu desfecho fatal. Anualmente, o suicidio € responsavel por cerca de
um milhdo de mortes a nivel mundial, sendo uma das principais causas de morte com
especial incidéncia na faixa etaria dos 15-44 anos (WHO,, 2012). As taxas de suicidio
mais elevadas a nivel mundial sdo verificadas na Europa onde se regista uma taxa de
prevaléncia média de suicidio de cerca de 13.9 por cada 100.000 pessoas, destacando-se
paises como a Litudnia, a Hungria e a Eslovénia (Antypa et al., 2013). Apesar de na
Europa se registarem as taxas de suicidio mais elevadas, é na Asia que o maior niimero
de suicidios ocorre. Os suicidios consumados apenas na India, na China e no Japdo
correspondem a cerca de 40% da totalidade de suicidios a nivel mundial (Wu et al.,
2012).

Relativamente a taxa de suicidio verificada em Portugal, as estatisticas mais
recentes demonstram uma taxa global de suicidio de 10.1 por cada 100.000 pessoas. A
distribuicao por género ¢ de 17.0 por cada 100.000 pessoas para o masculino e de 3.9
por cada 100.000 pessoas para o género feminino (INE, 2014). Tal como sucede em
Portugal, a taxa de suicidio a nivel mundial no género masculino ¢ superior
comparativamente a observada no género feminino. Por outro lado, a taxa de tentativas
de suicidio ¢ superior no género feminino (Gvion & Apter, 2012).

As taxas globais de suicidio encontram-se consideravelmente subestimadas. Esta
situagdo acontece na medida em que, entre os diferentes paises, existem distintos
procedimentos de registo de mortes por suicidio e diferentes praticas e valores
socioculturais que resultam em classifica¢des incorretas da causa de morte em casos de
suicidio (Hawton & van Heeringen, 2009). Portugal figura entre os paises da Unido
Europeia com maior taxa de mortes de causa indeterminada (14%), sendo este o
veredito médico mais comummente utilizado em casos de provavel suicidio. Portanto,
os valores das taxas globais de suicidio devem ser interpretados com especial
ponderacgdo (DGS, 2013).

Nos tultimos anos verificou-se um aumento de cerca de 60% das taxas de

suicidio (WHOy, 2012) e, face a conjuntura atual existente a nivel mundial, espera-se
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Capitulo I — Introducio

que continuem a aumentar nos proximos anos. Segundo a OMS, estima-se que no ano
de 2020 o suicidio seja responsavel por cerca de 2,4% do total de mortes a nivel global
(WHO,, 2012).

O comportamento suicida inclui a ideagd@o suicida, as tentativas de suicidio e a
consumagdo do suicidio. A ideagdo suicida abrange os pensamentos suicidas e/ou as
ameagas desprovidas de acdo. A tentativa de suicidio pode ser definida de acordo com o
seu nivel de letalidade (baixo ou alto) e o fato de ser impulsiva ou planeada. O
comportamento suicida ¢ classificado tendo em conta a inten¢do de morrer, a letalidade
e o método. Relativamente ao método de consumacao, o suicidio pode ser considerado
como violento ou nio violento. Os métodos que fazem parte do suicidio violento sdo o
enforcamento, a precipitacdo, a utilizagdo de arma de fogo ou de objetos cortantes ¢ a
imolacdo, enquanto que os métodos pertencentes ao suicidio ndo violento sdo a
overdose de drogas, o afogamento, a inalagdo de monoxido de carbono e a indugdo de
hipotermia através do uso de alcool ou de drogas neurolépticas (Heild et al., 1997).

O suicidio ¢ um fenémeno complexo com varios fatores de risco distais e
proximais associados. Os fatores de risco distais compreendem aqueles que aumentam a
predisposicdo para o suicidio, tais como: historia familiar de suicidio; componente
genética; fatores epigenéticos; antecedentes de adversidades na infancia; tragos de
personalidade e estilos cognitivos; e abuso cronico de substancias como o alcool e
outras drogas dependentes. Os fatores de risco proximais sdo aqueles que atuam como
desencadeadores do resultado final, nomeadamente: eventos de vida recentes como
experiéncias de desmoralizacdo (humilhagdo publica ou rejei¢dao social); o sentimento
de desespero; e a presenca de uma ideagdo suicida ou de uma psicopatologia,
principalmente a depressdo major (Turecki et al., 2012). De fato, verifica-se que cerca
de 90% dos casos de suicidio possuem uma doenca psiquiatrica associada (Gvion &
Apter, 2012).

Estudos familiares, de gémeos e de ado¢cdo demonstraram a existéncia de uma
componente genética no comportamento suicida. Roy (1983), num estudo familiar,
comparou as taxas de tentativas de suicidio de individuos com histéria familiar de
suicidios com individuos sem historia familiar de suicidios. Ao analisar os resultados,
verificou uma taxa significativamente mais elevada de tentativas de suicidio nos
individuos com histéria familiar de suicidios comparativamente com os individuos sem
historia familiar de suicidios. Este estudo, assim como outros estudos familiares

efetuados, indica a ocorréncia de agregacao do comportamento suicida nas familias
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(Brent & Mann, 2005). Os estudos de gémeos revelaram uma maior taxa de
concordancia para o suicidio (Roy et al., 1991) e para as tentativas de suicidio (Roy et
al., 1995) nos gémeos monozigodticos comparativamente com os gémeos dizigoticos,
demonstrando deste modo a importincia dos fatores genéticos no comportamento
suicida. Os estudos de ado¢do permitiram separar a componente genética da
componente ambiental. Schulsinger et al. (1979) comparou as taxas de suicidio entre os
parentes bioldgicos e os parentes adotivos dos adotados que cometeram suicidio com
um grupo controlo de adotados. Analisando os resultados, verificou-se uma taxa de
suicidio mais elevada nos parentes biologicos dos adotados suicidas. Além disso,
constatou-se a auséncia de casos de suicidio nos parentes adotivos quer dos adotados
suicidas quer dos adotados controlo. Estes resultados indicaram um efeito genético, ao

invés de um efeito ambiental, no suicidio.

1.2 Sistemas de neurotransmissores

1.2.1 Sistema serotoninérgico

1.2.1.1 Contextualizacio geral

A serotonina estd presente no sistema nervoso central, no sistema nervoso
periférico e também em tecidos ndo neuronais como no intestino e no sangue. A
biossintese da serotonina ¢ dependente da enzima limitante, a triptofano hidroxilase.
Esta enzima catalisa a hidroxilagdo do triptofano, o aminoécido percursor da serotonina,
em S-hidroxitriptofano sendo de seguida descarboxilado em serotonina. Apds a sua
sintese, a serotonina ¢ acumulada em vesiculas e posteriormente libertada pelo processo
de exocitose na fenda sindptica. Uma vez na fenda sinéptica, este neurotransmissor fica
disponivel para interagir com os recetores pré-sinapticos e pds-sinapticos da serotonina
de modo a exercer as suas fun¢des no sistema nervoso.

O sistema serotoninérgico ¢ composto por 15 recetores de serotonina
subdivididos em sete distintas familias (5-HT;-5-HT;) tendo em conta as suas
carateristicas estruturais e funcionais. A maioria destes recetores sdo metabotropicos, a
excegdo dos recetores 5-HT3a € 5-HT3p que sdo ionotrépicos (Hoyer ef al., 2002). Os
niveis extracelulares de serotonina sio regulados pelo transportador da serotonina, uma

proteina membranar localizada nos neurdnios pré-sinapticos, responsavel pela

3



Capitulo I — Introducio

recaptagdo da serotonina (Figura 1). Apos a sua recaptacdo, a serotonina pode ser
reacumulada em vesiculas sindpticas para posterior libertacdo ou ser inativada
metabolicamente pela enzima monoamina oxidase A em 5-hidroxiindoleacético (5-

HIIA).

Fenda sinaptica

—
[TRZA[HTR2S pos—
( Recetores pos-sinapticos
m m m ionotrépicos
mw Recetores pos-sindpticos

metabotrépicos

Recetores pos-sindpticos
metabotrépicos

Neurénio
poés-sinaptico

Figura 1 — Esquematizacdo da neurotransmissao serotoninérgica. Adaptado
de Judy et al., 2012.

1.2.1.2 Contextualizacdo da hipétese de trabalho

O sistema serotoninérgico tem sido implicado na etiologia do suicidio. Uma das
primeiras evidéncias do envolvimento da serotonina no suicidio surgiu com a
descoberta de niveis reduzidos do principal metabolito da serotonina, o 5-HIIA, no
liquido cefalorraquidiano de individuos com depressdo que tentaram o suicidio (Asberg
et al., 1976). Além disso, alguns estudos constataram um aumento na densidade dos
recetores 5-HT, quer no cortex frontal (Stanley & Mann, 1983; Mann et al., 1986;
Arango et al., 1990) quer nas plaquetas (Pandey et al., 1995) de vitimas de suicidio
comparativamente com 0s respetivos grupos controlo. Turecki et al. (1999), ao verificar
a existéncia de um nivel mais elevado de ligacdo aos recetores 5-HT,4 no cortex pré-

frontal de vitimas de suicidio em comparacdo com controlos, concluiu que esse aumento
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era, em parte, geneticamente determinado pela variagdo presente no gene que codifica
para o recetor 5-HT,a (gene HTR2A). Adicionalmente, também foram reportadas
alteracdes na ligacdo ao transportador da serotonina, tendo sido demonstrado, através da
técnica de autoradiografia quantitativa, uma diminuicdo da ligacdo ao transportador da
serotonina no cortex pré-frontal de vitimas de suicidio (Arango et al., 1995). Todos
estes estudos demonstraram evidéncias de uma neurotransmissdo serotoninérgica
alterada presente na patogénese do comportamento suicida. Consequentemente, 0s
genes que codificam para as proteinas que regulam a neurotransmissao da serotonina
tém sido propostos como genes candidatos para estudos de associacdo do

comportamento suicida.
1.2.1.2.1 Gene HTR2A: polimorfismo T102C

O gene HTR2A esta localizado no cromossoma 13ql14-q21 (Sparkes et al.,
1991), possui 64 kb e ¢ composto por trés exdes separados por dois intrdes (Chen et al.,
1992). Ja foram identificados aproximadamente 300 diferentes SNPs (Single Nucleotide
Polymorphisms) no gene HTR2A. Particularizando, o polimorfismo T102C esta
localizado no ex@o 1 do gene HTR2A e ¢ caraterizado pela substituicdo de uma base
timina por uma base citosina na posicao 102 (Figura 2) que ndo altera a sequéncia de
aminoacidos da proteina resultante (Warren et al., 1993). Apesar de ser um
polimorfismo sinénimo, o polimorfismo T102C estd localizado préoximo da regido
promotora do gene HTR2A e pode, por conseguinte, estar envolvido na regulagdo
genética. Esta carateristica faz com que o polimorfismo T102C do gene HTR2A4 seja um

dos polimorfismos mais estudados tendo em conta a sua associagdo com o suicidio.

T102C

5 | H -
| ¥
[}

Exdo |

Figura 2 — Representacdo esquematica da estrutura do gene HTR24 e localizacdo do
polimorfismo T102C.

Virios estudos de associacdo entre o polimorfismo T102C do gene HTR2A4 ¢ o

comportamento suicida tém sido efetuados, contudo os resultados tém sido
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inconsistentes. Du et al. (2000) verificou que o polimorfismo T102C do gene HTR2A4
estd significativamente associado com a ideagdo suicida em individuos com depressao
major, sendo que o alelo C confere um risco acrescido para o comportamento suicida.
Arias et al. (2001), numa replicagdo do estudo feito por Du et al. (2000), demonstrou
igualmente o risco acrescido para o comportamento suicida conferido pelo alelo C em
individuos com depressdo major, uma vez que os individuos portadores deste alelo
apresentavam um risco mais do que cinco vezes superior para tentar cometer suicidio
em comparacao com os individuos ndo portadores do alelo C. Vaquero-Lorenzo et al.
(2008), além de também observar que o alelo C do polimorfismo T102C do gene
HTR2A pode estar associado com a suscetibilidade para o comportamento suicida,
verificou um excesso do genotipo C/C no grupo de tentativas de suicidio em
comparagdo com o grupo controlo. Por outro lado, Saiz ef al. (2008) verificou um
excesso do alelo T do polimorfismo T102C nas tentativas de suicidio ndo impulsivas
comparativamente com as tentativas de suicidio impulsivas e com o grupo controlo.
Wrzosek et al. (2011) reportou uma associa¢do entre o genétipo C/C do polimorfismo
T102C e as tentativas de suicidio em individuos do género feminino com dependéncia
alcodlica. Gonzélez-Castro et al. (2013) encontrou diferencas estatisticamente
significativas entre as frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo T102C do
gene HTR2A de individuos que tentaram cometer suicidio e do grupo controlo.
Contudo, também foram reportados estudos onde ndo foi verificada associa¢do entre o
polimorfismo T102C do gene HTR2A e o comportamento suicida, sendo de destacar
multiplos estudos de associa¢do (Du et al., 1999; Tsai et al., 1999; Turecki et al., 1999;
Bondy et al., 2000; Crawford et al., 2000; Preuss et al., 2000; Ono et al., 2001; Correa
et al., 2002; Tan et al., 2002; Ertugrul et al., 2004; Khait et al., 2005; Yoon & Kim,
2008; Zhang et al., 2008; Murphy et al., 2011) e ainda trés meta-analises (Anguelova et
al., 2003; Li et al., 2006; Gonzalez-Castro et al., 2013). Os diferentes resultados
relativamente aos estudos de associagdo do polimorfismo T102C do gene HTR2A4 e o
comportamento suicida carecem de estudos adicionais em diferentes populagdes

mundiais.
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1.2.1.2.2 Gene SLC6A4: polimorfismo VNTR Stin2

O gene SLC6A4 localiza-se no cromossoma 17q.11.1-q12 (Ramamoorthy et al.,
1993), ¢ constituido por 14 exdes e possui cerca de 31 kb (Figura 3) (Lesch et al.,
1994). Este gene codifica para o transportador da serotonina, uma proteina membranar
responsavel pela regulagdo da concentragdo de serotonina na fenda sindptica. Duas
regides polimorficas com consequéncias funcionais foram identificadas no gene
SLC6A4: uma insercdo/delecdo de 44 pares de bases (pb) na regido promotora (5-HTT
linked polymorphic region, 5S-HTTLPR) resultando, respetivamente, num alelo longo
(L) e num alelo curto (S) (Heils et al., 1996) e um VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats) de 17 pb localizado no intrdo 2 (VNTR Stin2) (Lesch et al., 1994).
Particularmente, o polimorfismo VNTR Stin2 contém 9, 10 ou 12 copias de um
elemento de repeticdo de 17 pb (Ogilvie et al., 1996). Assume-se que este VNTR possa
estar envolvido na regulacdo da atividade transcricional, sendo essa regulacdo
dependente do nimero de copias existentes. O alelo de 12 repeticdes demonstrou ter
uma maior atividade comparativamente com o alelo de 10 repeticdes (Fiskerstrand et
al., 1999). Além disso, foi demonstrado que os transportadores de serotonina presentes
nas plaquetas de individuos homozigoticos para o alelo de 12 repeticdes parecem ter
menor afinidade para a captacdo de serotonina comparativamente com 0s
transportadores de serotonina localizados nas plaquetas de individuos heterozigéticos

para o alelo de 10 repeti¢des/9 repeticdes (Kaiser ef al., 2002).

VNTR 8tin2
Exdol I ’ Vil XIl XV

ATG

Figura 3 — Representagdo esquematica da estrutura do gene SLC644 e do polimorfismo
VNTR Stin2. Adaptado de Heils et al. (1996).

A associagdo entre o polimorfismo VNTR localizado no intrdo 2 do gene
SLC6A4 e o suicidio tem sido estudada, todavia os resultados sdo contrarios (Hranilovic
et al.,2003; Jernej et al., 2004; De Luca et al.,2006; Gaysina et al., 2006; Lopez de Lara
et al., 2006; Bah et al., 2008; Yen et al., 2003; Shen et al., 2004; De Luca et al., 2005;
Pungercic et al., 2006; Saiz et al., 2008; Zupanc et al., 2010). Além disso, na meta-
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analise de Li & He (2007) ndo se verificou associagcdo entre o polimorfismo VNTR
Stin2 e o comportamento suicida. Devido ao fato do transportador da serotonina possuir
um papel relevante na regulacdo da transmissdo deste neurotransmissor e do
polimorfismo VNTR Stin2 do gene SLC6A44 ter uma relevancia funcional, assume-se

este polimorfismo como candidato para estudos de associagdo com o suicidio.

1.2.2 Sistema noradrenérgico

1.2.2.1 Contextualizacio geral

O sistema noradrenérgico estd envolvido na regulacdo de vdrios processos
fisioldgicos como a regulacdo da resposta ao stress, a atencdo, a memoria e a tomada de
decisdo (Dwivedi, 2012). A noradrenalina ¢ produzida maioritariamente pelos neurénios
presentes no locus coeruleus, o principal grupo celular noradrenérgico do cérebro. O
primeiro e decisivo passo na sintese desta catecolamina ¢ a hidroxilagdo do aminoacido
percursor da noradrenalina, a tirosina, pela a¢do da enzima limitante, a tirosina
hidroxilase. Apds a sua sintese, a noradrenalina ¢ acumulada em vesiculas sinapticas
através do VMAT, (vesicular monoamine transporter) e ¢ libertada na fenda sinaptica
por exocitose. A regulacio da libertagdo da noradrenalina ¢ efetuada pelos
adrenorecetores presentes nos neurdénios noradrenérgicos: oiaBp), 02(AB.C) P1, € Po.
Particularmente, os adrenorecetores o, foram identificados no cérebro por Grijalba et al.
(1996) que verificou a predomindncia do subtipo de adrenorecetores ana,
principalmente no coértex frontal. A ativagdo dos adrenorecetores o, pré-sinapticos
(autorecetores) inibe a libertacdo de noradrenalina, enquanto que a ativacao dos
adrenorecetores B, pré-sindpticos conduz a sua libertagdo. A a¢do da noradrenalina na
fenda sinaptica ¢ terminada através da recaptacdo deste neurotransmissor pelo
transportador de noradrenalina, localizado na membrana dos neurdnios pré-sinapticos.
Uma vez no neurénio, a noradrenalina ¢ reacumulada nas vesiculas sinapticas ou

degradada pela enzima monoamina oxidase (Figura 4) (Dwivedi, 2012).
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Figura 4 — Neurotransmissao noradrenérgica. Adaptado de Zhou, 2004.

1.2.2.2 Contextualizacio da hipdtese de trabalho

Viérias alteragdes no sistema noradrenérgico de vitimas de suicidio tém sido
reportadas, com particular incidéncia nos adrenorecetores a,. Alguns estudos de ligagao,
utilizando a técnica de autoradiografia quantitativa de recetores, demonstraram um
aumento na densidade dos adrenorecetores o, em diferentes localizagdes cerebrais de
vitimas de suicidio, tais como no locus coeruleus (Ordway et al., 1994) e no hipocampo
e cortex frontal (Gonzalez et al., 1994), comparativamente com os controlos. Gonzalez-
Maeso et al. (2002) demonstrou um aumento significativo na sensibilidade dos
adrenorecetores axx no cortex frontal de vitimas de suicidio, resultando numa maior
atividade dos adrenorecetores o,a. Além disso, Escribd et al. (2004) reportou um
aumento significativo dos niveis de RNA mensageiro dos adrenorecetores 0,4 no cortex
pré-frontal do cérebro de vitimas de suicidio. As alteragdes encontradas nos niveis dos
adrenorecetores aps em vitimas de suicidio podem ser consequentes da variabilidade

genética presente no gene que codifica para o adrenorecetor aps (gene ADRA2A).
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1.2.2.2.1 Gene ADRA2A: polimorfismo C-1291G

O gene ADRA2A localiza-se no cromossoma 10q23-q25 (Yang-Feng et al.,
1987) e consiste num ex@o simples, sem intrdes, de 3650 pares de bases. Diversas
variagcdes genéticas no gene ADRA2A foram identificadas (Feng et al., 1998).
Particularmente, o polimorfismo C-1291G resulta da substituicdo de uma base citosina
por uma base guanina na posi¢do -1291 e localiza-se na regido promotora do gene

ADRA2A (Figura 5) (Lario et al., 1997).

C-1291G Exdol
AT - Wearernraiii
5 -1297 -879 0 1353 2771 3
Regido promotora Regido codificante

Figura 5 — Representacdo esquematica da estrutura do gene ADRA2A e localizacdo do
polimorfismo C-1291G. Adaptado de Fukutake et al. (2008).

Fukutake et al. (2008), ao estudar a associacdo do polimorfismo C-1291G do
gene ADRA2A e o suicidio na populagdo Japonesa, verificou que as frequéncias do alelo
C se encontravam significativamente mais elevadas tanto nas vitimas de suicidio do
género feminino como nas vitimas de suicidio violento do género feminino
comparativamente com os controlos do mesmo género. Além disso, concluiu ainda que
a presenca do alelo C pode aumentar o risco de suicidio no género feminino ao afetar a
regulacdo da transcri¢do do gene ADRA2A. Contrariamente, para o género masculino, o
estudo de Fukutake et al. (2008) ndo verificou associagdo entre o polimorfismo C-
1291G do gene ADRA2A e o suicidio. Estes resultados foram consistentes com os
previamente obtidos por Sequeira et al. (2004) que, ao investigar a associacdo entre o
polimorfismo C-1291G do gene ADRA2A e o suicidio, ndo encontrou diferengas
estatisticamente significativas entre a amostra de vitimas de suicidio e a amostra
controlo, numa populagdo Caucasiana do género masculino. Estudos adicionais sdo

necessarios para esclarecer o papel do gene ADRA2A na etiologia do suicidio.

10



Capitulo I — Introducio

1.3 Consideracoes gerais de genética

O 4cido desoxirribonucleico (DNA) ¢ a unidade basica de hereditariedade que
contém a informacdo genética de um organismo. O DNA ¢é composto por duas cadeias
polinucleotidicas dispostas em hélice que s@o complementares e antiparalelas entre si.
As cadeias polinucleotidicas sdo constituidas por 4 diferentes nucle6tidos: adenina (A),
citosina (C), guanina (G) e timina (T). Cada nucledtido contém um grupo fosfato, uma
molécula de agucar de 5 carbonos (desoxirribose) ¢ uma base azotada (A, C, G, T). As
duas cadeias estdo unidas por ligacdes de hidrogénio entre as bases azotadas,
emparelhadas de acordo com a regra de complementaridade de bases. Assim, as bases
purinas (A e G) apenas emparelham com as bases pirimidinas (T e C, respetivamente)
(Ellsworth & Manolio, 1999).

Define-se gene como uma sequéncia de DNA que contém informagao necessaria
para a codificagdo de proteinas. Por norma, da estrutura de um gene fazem parte os
exoes, os introes e as regides de regulacdo como a 5’- untranslated region (5’-UTR) e a
3’-UTR. A regido 5’-UTR normalmente contém o promotor que regula a expressao
genética. Na regido promotora existem regides conservadas, como a TATA box, que
possuem uma importante fun¢do na ligagdo dos varios componentes essenciais para a
transcrigdo como os fatores de transcrigdo e a RNA polimerase. A regido 3’-UTR
contém um coddo de terminagdo que especifica o fim da sequéncia de codificagdo e um
sinal de poliadenilagdo envolvido no processamento do RNA mensageiro transcrito
(Ellsworth & Manolio, 1999).

O genoma corresponde ao conjunto de toda a informacdo genética de um
organismo. O material genético humano estd contido em 46 cromossomas
correspondentes a 22 pares de autossomas ¢ a um par de cromossomas sexuais (XY ou
XX). Cada par de autossomas consiste em dois cromossomas homoélogos que sdo
similares entre si mas podem conter copias de genes ou outras sequéncias de DNA que
diferem ligeiramente uma da outra (alelos) (Ellsworth & Manolio, 1999). A localizacao
no genoma das formas alternativas de um determinado gene denomina-se de /ocus
(Burmeister, 1999).

As variagdes genéticas presentes no genoma humano podem ser causadas por
diversos tipos de mecanismos, nomeadamente substitui¢des, delecdes ou insercdes de
nucleotidos, diferengas no ntimero de repeticdes sucessivas em fandem, entre outras

(Nakamura et al., 2009).
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Existem varias classes de polimorfismos genéticos: RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism), VNTR (Variable Number of Tandem Repeats ou minisatélite),
STR (Short Tandem Repeats ou microsatélite), SNP (Single Nucleotide Polymorphism)
e CNV (Copy-Number Variation) (Nakamura et al., 2009). Os RFLPs foram o primeiro
polimorfismo a ser utilizado como marcador genético (Botstein ef al., 1980). Esta classe
de polimorfismos carateriza-se pela utilizagcdo de enzimas de restrigdo que reconhecem
e clivam sequéncias especificas de DNA, os locais de restrigdo. Os RFLPs resultam da
alteracdo de um par de bases no local de reconhecimento da enzima de restricdo
utilizada. Deste modo, os locais de restri¢ao alterados vao ser, ou nao, reconhecidos
pelas enzimas de restricdo, resultando em fragmentos de restricdo com diferentes
tamanhos. O polimorfismo VNTR corresponde a repeticdes sucessivas em tandem de
um numero variavel (9-60 pb) de nucleodtidos ao longo da cadeia de DNA. Possuem
uma natureza altamente polimorfica uma vez que a variabilidade do nimero de
repeticdes confere uma grande diversidade alélica (Jeffreys et al., 1985). Os STRs sdo
definidos como curtas sequéncias de pares de bases repetidas em tandem (2-6 pb)
existentes na sequéncia de DNA, estando presentes em multiplas regides gendmicas
(Weber & May, 1989). A semelhanga dos VNTRs, os STRs também sio extremamente
informativos uma vez que sdo altamente polimorficos. Os SNPs consistem na alteragao
de um Uunico nucledtido e sdo a variagdo genética mais comum presente no genoma
humano (90%) (Collins et al., 1998), estimando-se que exista 1 SNP/300 pb.
Relativamente aos CNVs, este tipo de polimorfismo corresponde a variagdes genomicas
estruturais que resultam em diferencas no niimero de cdpias de uma determinada
localizacdo do genoma.

Os polimorfismos em regides intronicas geralmente ndo produzem alteragdes na
molécula de RNA ou na estrutura e fungdo da proteina resultante. Polimorfismos na
regido promotora, particularmente nas regides conservadas como a TATA box, ndo
levam a alteragdes da sequéncia de aminoacidos da proteina, todavia podem afetar a
atividade promotora e, por conseguinte, alterar o nivel de expressdo genética. Os
polimorfismos que ocorrem na regido codificante sdo classificados em dois tipos:
polimorfismos sinénimos e polimorfismos ndo sindnimos. Os polimorfismos sindnimos
ndo resultam na alteragdo do aminoacido devido a redundancia do cédigo genético,
enquanto que os polimorfismos ndo sindnimos podem afetar a estrutura e a funcao de

uma dada proteina (Ellsworth & Manolio, 1999).
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O Projeto do Genoma Humano através de um trabalho de cooperagdo entre
laboratérios de diferentes paises, possibilitou 0 mapeamento genético de todo o genoma
humano e a sequenciagdo do DNA (International Human Genome Sequencing
Consortium, 2004). O Projeto do Genoma Humano permitiu concluir que apenas cerca
de 1,5% do genoma humano ¢ responsavel pela codificagcdo de proteinas enquanto que
os restantes 98,5% sdo constituidos por sequéncias reguladoras ou com funcdo
desconhecida. Além disso, verificou-se que cerca de 99,9% do genoma humano ¢ igual
entre individuos. De seguida surgiu o Projeto HapMap com o objetivo de caraterizar os
padrdes comuns de variacdo no ambito dos 0,1% em que o genoma da populagdo
humana difere. Este projeto, através de um consorcio internacional, permitiu a
determinagdo de padrdes comuns de variantes genéticas de diferentes populagdes
mundiais (Africa, Asia e Europa). Foi possivel a construgdo de um mapa de variantes
genéticas e a identificacdo de hapldtipos (combinacdes de alelos em ligagdo muito
proxima herdados em conjunto) (The International HapMap Consortium, 2003). Os
resultados do Projeto HapMap foram publicamente disponibilizados para a comunidade
cientifica de modo a permitir a investigagdo de genes associados a doencas
multifatoriais (The International HapMap Consortium, 2007). Durante a realizagdo do
Projeto HapMap foram identificados e comparados cerca de 5,4 milhdes de SNPs entre
as diferentes populacdes em estudo (Buchanan et al., 2012). Posteriormente,
constituindo uma extensao do Projeto HapMap, surgiu o Projeto dos 1000 genomas.
Neste projeto foi sequenciado o genoma de 1092 individuos de diferentes populagdes
mundiais que permitiu uma caraterizagdo mais aprofundada da variacdio do genoma

humano (The 1000 Genomes Project Consortium, 2012).

1.4 Objetivos

Viérias evidéncias demonstram que os sistemas serotoninérgico e noradrenérgico
estdo implicados na etiologia do suicidio. Assim, pretende-se determinar as frequéncias
genotipicas e alélicas de variantes genéticas nos genes HTR2A (T102C), SLC6A4
(VNTR Stin2) e ADRA2A (C-1291G) na populacido Portuguesa; investigar a associacao
entre as variantes genéticas mencionadas nos genes HTR2A, SLC6A44 e ADRA2A e o

suicidio na populagdo Portuguesa.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Seleciao da amostra

Para a realizagdo deste estudo foram utilizadas amostras de sangue de vitimas de
suicidio e de controlos, de ambos os sexos, com idades compreendidas entre 18 e 86
anos, da populacdo Portuguesa. Apds consulta ao Registo Nacional de Nao Dadores
(RENNDA), recolheram-se cerca de 10 mL de sangue venoso em tubos de colheita com
anticoagulante etilenodiaminotetracético (EDTA) no decorrer de autopsias médico-

legais realizadas no Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses.

2.2 Extraciao do DNA gen6mico

O DNA pode ser extraido a partir de qualquer tecido ou fluido biolégico. As
células do sangue nucleadas s3o consideradas o tipo de amostra preferencial devido a
facilidade e disponibilidade de obten¢do do seu DNA genomico. Existem diversos
métodos de extragdo de DNA a partir de amostras de sangue, sendo 0s mesmos
classificados em quatro distintas categorias: métodos enzimaticos; métodos organicos;
métodos enzimaticos e organicos em simultaneo e métodos de fase solida (Visvikis et
al., 1998). Neste estudo, o DNA gendémico das amostras foi extraido através de um
método enzimatico adaptado de Miller et al. (1988). Este método tem como principal
carateristica o salting out de proteinas, ou seja, a desidratagdo e precipitacio de
proteinas utilizando uma solu¢do saturada de NaCl (Miller et al., 1988).

Para a extragdo do DNA gendmico das amostras em estudo procedeu-se do
seguinte modo:

» Adicionou-se cerca de trés volumes de uma solugdo tampao de lise de globulos
vermelhos (NH4CI 155 mM, KHCO; 10 mM, Na,.EDTA.2H,0 1 mM; pH= 7,4)
de modo a promover a hemolise;

* Homogeneizaram-se as amostras € colocaram-se em gelo durante 20 minutos;

* Centrifugaram-se as amostras a 2500 rpm durante 15 minutos a 4°C numa
centrifuga refrigerada (Rotanta 460R, Hettich®);

= Adicionou-se cerca de dois volumes da solucdo tampao de lise de globulos

vermelhos ao pellet obtido;
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= Ressuspenderam-se e centrifugaram-se as amostras a 2500 rpm durante 15
minutos a 4°C;

» Adicionou-se 4 mL de solugdo tampao de lise nuclear (Tris-HCI 10 mM, NaCl
400 mM, Na,.EDTA.2H,O 2 mM; pH= 8,0) ao pellet resultante por forma a
ocorrer a lise do nucleo dos globulos brancos;

= Adicionou-se 250 pL de dodecil sulfato de sodio (SDS) a 10% (Bio-Rad®) a fim
de solubilizar as membranas celulares ¢ 30 pL de proteinase K (Roche®) de
modo a hidrolizar as histonas;

» Incubaram-se as amostras overnight a 37°C em agitagdo constante (Incubadora
S160D, Stuart Scientiﬁc®);

* Adicionou-se 3 mL de solucdo saturada de NaCl 6 M, resultando na precipitagao
das proteinas por salting out;

* Centrifugaram-se as amostras a 3750 rpm durante 30 minutos a 25°C;

* Adicionou-se cerca de dois volumes de etanol absoluto ao sobrenadante
resultante de modo a ocorrer a precipitagdo do DNA;

*= Lavou-se o DNA em etanol a 70% para remover o excesso de sais;

» Adicionou-se 150-300 pL. de uma solugdo de Tris-EDTA (Tris-HCl 10 mM,
Na.EDTA.2H,0 1 mM; pH= 8.0) com o objetivo de solubilizar e conservar o
DNA;

* Incubou-se 0o DNA genomico a 37°C até a sua solubilizacao;

* Armazenou-se o DNA gendmico a 4°C.

2.3 Quantificacio e determinacio do grau de pureza do DNA genémico

A quantificagdo de DNA através de espectrofotometria de raios ultravioleta
(UV) ¢ possivel devido a existéncia na sua constitui¢do de bases purinas e pirimidinas
que absorvem raios UV. Esta metodologia ¢ uma das mais utilizadas na quantificagao
de DNA, sendo considerada um ponto de referéncia para outras técnicas (Nicklas &
Buel, 2003).

A espectrofotometria baseia-se na Lei de Beer-Lambert que fundamenta que a
absorvancia ¢ diretamente proporcional ao coeficiente de extingdo molar, ao
comprimento do percurso 6tico € a concentracdo da amostra: A = log (I/Iy) = edc; sendo
A — absorvancia; Iy — intensidade da luz incidente; I — intensidade da luz apos atravessar

a amostra (luz transmitida); ¢ — coeficiente de extingio molar (M cm™); d —
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comprimento do percurso 6tico (cm) e ¢ — concentragdo (M) (Sambrook & Russel,
2001).

Neste estudo, as amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria
de raios UV (Espectrofotometro SmartSpec'™ Plus Spectrophotometer, Bio-Rad®). Para
tal, foi determinada a absorvancia das amostras a um comprimento de onda de 260 nm
de modo a permitir o calculo da concentracdo de DNA presente nas amostras através da

equacao:

[DNA] (pg. uL'l) = Constante de DNA de cadeia dupla x Abs 260 nm x Fator de dilui¢do ,
1000

onde o valor da constante de DNA de cadeia dupla ¢ igual a 50 na medida em que uma
solugdo com 50 pg/mL de DNA de cadeia dupla sujeita a uma luz incidente com
comprimento de onda de 260 nm apresenta uma absorvancia igual a 1 (Sambrook &
Russel, 2001).

Além de se determinar a concentracdo de DNA presente nas amostras, avaliou-
se também o seu grau de pureza. Deste modo, determinou-se a absorvancia das amostras
a 280 nm, comprimento de onda ao qual existe absor¢do maxima pelas proteinas, e
calculou-se a razdo das absorvancias 260/280 nm. As amostras com valores entre 1,8-
2,0 s3o consideradas puras ou relativamente livres de contaminantes (Nicklas & Buel,

2003).

2.4 Amplificaclo, digestdo e eletroforese

2.4.1 Fundamentacgao tedrica

A técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) foi desenvolvida na década de
80 por Kary Mullis (Mullis et al., 1986) e proporcionou uma revolu¢do em diferentes
areas da investigacdo cientifica. Esta técnica consiste na amplificacdo exponencial in
vitro de uma sequéncia especifica de DNA (Saiki et al., 1988). Cada ciclo de PCR ¢
constituido por trés etapas: desnaturacdo, annealing e extensio. A etapa da desnaturacao
(94-95°C) corresponde a separacdo da cadeia dupla de DNA. Seguidamente, a etapa de
annealing carateriza-se pela hibridiza¢ao do par de oligonucledtidos sintéticos (primers

forward e reverse) em sequéncias especificas que flanqueiam o fragmento de DNA a
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amplificar. O emparelhamento dos primers ocorre a temperatura de annealing,
otimizada de acordo com os primers a utilizar. Na etapa de extensdo (72-78°C) a enzima
Taq DNA polimerase atua junto dos primers e catalisa a extensdo da cadeia de DNA
pela adicdo de nucledtidos (Sambrook & Russel, 2001). Esta enzima tem a
particularidade de ser uma DNA polimerase termoestavel proveniente da bactéria
termofilica Thermus aquaticus (Saiki et al., 1988). Deste modo, em cada ciclo de PCR
existe uma duplicacdo da quantidade de DNA sintetizado no ciclo anterior, resultando
no aumento exponencial do fragmento de DNA pretendido em aproximadamente 2",
sendo n o nimero de ciclos (Saiki et al., 1988).

Para a realizacdo da técnica de PCR sdo utilizados os seguintes componentes:
DNA molde, um par de primers, desoxinucleodtidos trifostato (ANTPs - dATP, dTTP,
dCTP e dGTP), enzima Tag DNA polimerase, solu¢do tampao (Tris-HCl) e magnésio
(Mg>"). Este é necessario para a atividade da polimerase utilizada e, como tal, a sua
concentracdo necessita de ser otimizada (Sambrook & Russel, 2001).

As enzimas de restricdo reconhecem e catalisam a clivagem de sequéncias
especificas de DNA (locais de restricdo). As variagdes presentes nestes locais podem
levar a perda ou a formacao de um novo local de clivagem para a enzima de restrigdo.
Deste modo, originam-se fragmentos de diferentes tamanhos moleculares que, ao serem
separados através da técnica de eletroforese em gel de agarose, resultam em distintos
padrdes de migragdo (Botstein ef al., 1980).

A eletroforese em gel de agarose ¢ uma técnica que permite a separagdo,
identificacdo e purificacdo de fragmentos de DNA. O DNA ¢ negativamente carregado
a pH neutro o que faz com que, sob a acdo de um campo elétrico, migre em dire¢do ao
elétrodo de carga positiva (anodo). Os fragmentos de DNA ao migrarem através do gel
de agarose sdo separados tendo em conta o seu tamanho molecular, sendo que os
fragmentos de menor tamanho migram mais rapidamente em dire¢cdo ao dnodo do que
os fragmentos de maior tamanho. Existem também outros fatores que determinam a taxa
de migracdo do DNA através do gel de agarose, tais como: a conformag¢dao do DNA, o
tipo e a concentragdo de agarose utilizada, a voltagem aplicada, o tampao eletroforético
utilizado e a presenca de brometo de etidio no gel (Sambrook & Russel, 2001). Este
corante fluorescente apresenta na sua constituigdo um grupo triciclico planar que se
intercala entre as bases de DNA. Ao ser exposto a luz UV emite fluorescéncia,
permitindo a visualizacdo das bandas eletroforéticas de DNA no gel de agarose

(Sambrook & Russel, 2001). Apos a realizacdo da eletroforese, o peso molecular dos
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fragmentos de DNA ¢ determinado com base nas distancias de migragdo do marcador

de peso molecular GeneRuler 100bp DNA ladder (Thermo Scientific”).
2.4.2 Genotipagem
2.4.2.1 Gene HTR2A: polimorfismo T102C

Com base num protocolo adaptado de Warren et al. (1993), o DNA para o
estudo do polimorfismo T102C, localizado no exdo 1 do gene HTR2A foi amplificado

com as seguintes condi¢des experimentais:

= volume final de reagdo de 25 uL;

= 150 ng de DNA gendmico;

= JNTPs 0,160 mM (Invitrogen®);

=  MgCl,2 mM (Invitrogen®);

= 0,4 uM de primer F (Invitrogen®);

= 0,4 uM de primer R (Invitrogen®);

= tampdo da Taq DNA polimerase a 1x (Invitrogen®);

= | U Taq DNA polimerase (Invitrogen®).

As condigdes de amplificacdo foram as seguintes:

= Desnaturagdo inicial a 95°C durante 5 minutos;

= 35 ciclos de desnaturacdo a 94°C durante 30 segundos, annealing a 61°C durante
20 segundos e extensdo a 72°C durante 30 segundos;

= Extensdo final a 72°C durante 4 minutos.

Relativamente a digestdo enzimdtica, o produto de amplificacio do
polimorfismo T102C do gene HTR2A foi incubado com a enzima de restrigdo Mspl
(New England Biolabs®) a 37°C. Os fragmentos resultantes foram separados por
eletroforese horizontal, em tampao TBE 1x, num gel de agarose a 2,0% corado com
brometo de etidio (10 mg/mL, Invitrogen®”). Seguidamente, o gel de agarose foi
visualizado no sistema Gel Doc (Bio-Rad™) determinando-se o tamanho molecular dos
fragmentos com base no marcador de peso molecular GeneRuler 100bp DNA ladder

(Thermo Scientific®).
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2.4.2.2 Gene SLC6A4: polimorfismo VNTR Stin2

A amplificagdo do DNA do polimorfismo VNTR Stin2, localizado no intrdo 2

do gene SLC6A44 foi efetuada apds a otimizagdo das seguintes condi¢des experimentais

descritas por Lesch et al. (1994):

volume final de reagdo de 25 pL;

100 ng de DNA gendmico;

dNTPs 0,100 mM (Invitrogen®™);

MgCl, 1,0 mM (Invitrogen®);

10 puM de primer F (Invitrogen®™);

10 pM de primer R (Invitrogen®™);

tampdo da Taq DNA polimerase a 1x (Invitrogen®);

0,5 U Taq DNA polimerase (Invitrogen®™).

A amplificacdo realizou-se nas seguintes condigoes:
Desnaturacdo inicial a 94°C durante 5 minutos;
40 ciclos de desnaturagdo a 94°C durante 1 minuto, annealing a 57°C durante 1

minuto e extensao a 72°C durante 2 minutos.

Apds a amplificacdo do DNA gendmico procedeu-se a técnica de eletroforese

horizontal num gel de agarose a 3,0% previamente corado com brometo de etidio (10

mg/mL, Invitrogen®) e utilizando o tampio TBE Ix. Terminada a eletroforese,

visualizou-se o gel de agarose no sistema Gel Doc (Bio-Rad™) e o tamanho molecular

dos produtos de amplificacdo foi determinado com base no marcador de peso molecular

GeneRuler 100bp DNA ladder (Thermo Scientific®).

2.4.2.3 Gene ADRA2A: polimorfismo C-1291G

Apos a otimizagdo do protocolo descrito por Lario et al. (1997), amplificou-se o

DNA para o estudo do polimorfismo C-1291G localizado na regido promotora do gene

ADRA2A, com as seguintes condicdes:

volume final de reacdo de 25 pL;
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= 100 ng de DNA gendmico;

= dNTPs 200 pM (Invitrogen®);

= MgCl, 1,5 mM (Invitrogen®);

= 0,5 uM de primer F (Invitrogen®);

= 0,5 uM de primer R (Invitrogen®);

= tampdo da Taq DNA polimerase a 1x (Invitrogen™);

= | U Taq DNA polimerase (Invitrogen®).

A reacdo de PCR realizou-se utilizando as seguintes condi¢des de amplificagdo:
= Desnaturagdo inicial a 94°C durante 4 minutos;
= 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C durante 1 minuto, annealing a 63°C durante 1
minuto e extensdo a 72°C durante 1 minuto;

= Extensdo final a 72°C durante 5 minutos.

Posteriormente, o produto de amplificacdio do polimorfismo C-1291G foi
digerido com a enzima de restricio Mspl (New England Biolabs®) a 37°C. Os
fragmentos resultantes da digestdo enzimatica foram separados em tampao TBE Ix
através da técnica de eletroforese horizontal num gel de agarose a 3,5% previamente
corado com brometo de etidio (10 mg/mL, Invitrogen®). Apds o término da
eletroforese, observou-se o gel no sistema de visualizagio Gel Doc (Bio-Rad®™) e o
tamanho molecular dos fragmentos foi determinado tendo em conta as distancias de
migra¢do do marcador de peso molecular GeneRuler 100bp DNA ladder (Thermo

Scientific®).
2.5 Analise estatistica

Os resultados foram analisados recorrendo ao Primer of Biostatistics program

(versdo 3.01) (Glantz, 1992).
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3. Resultados e Discussao

3.1 Gene HTR2A: polimorfismo T102C

Para o estudo do polimorfismo T102C do gene HTR2A4, seguiu-se a metodologia
previamente descrita em 2.4.2.1 do capitulo Materiais e Métodos.

Os homozigoticos wild-type (gendtipo T/T), os homozigoticos para o alelo
mutante (C/C) e os heterozigéticos (T/C) foram determinados por digestdo enzimatica
com a enzima de restricdo Mspl. Os homozigoéticos T/T ndo apresentam local de
restricdo para a enzima de restricdo de modo que se origina um fragmento de 342 pb. Os
homozigoticos C/C possuem local de restricdo para a enzima de restri¢ao, originando a
clivagem do fragmento de 342 pb em fragmentos de 126 pb e 216 pb. Os
heterozigdticos T/C caraterizam-se pela apresentacdo de trés fragmentos: 126 pb, 216

pb e 342 pb (Figura 6).
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Figura 6 — Representacdo esquematica dos fragmentos de
restricdo esperados para os individuos homozigoticos wild-
type (T/T), homozigoéticos para o alelo mutante (C/C) e
heterozigoticos (T/C) relativamente ao polimorfismo T102C
do gene HTR2A.
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As frequéncias genotipicas e alélicas relativas ao polimorfismo T102C do gene

HTR2A4 das vitimas de suicidio e do grupo controlo estdo representadas na tabela I.

Tabela I — Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo T102C do gene HTR2A nas

vitimas de suicidio e nos individuos controlo.

Genotipos Alelos
T/T T/C C/C T C

Suicidio 37(0,198)  102(0,545)  48(0257) | 176(0.471)  198(0,529)
(n=187)
|

o 50 (0,265) 84 (0,444) 55(0,291) | 184(0,487)  194(0,513)
(n=189)

= 4,150; df=2; p= 0,126 = 0,14; df=1; p= 0,708

O alelo C do polimorfismo T102C do gene HTR2A ¢ o alelo mais frequente na
populacao Portuguesa, tal como na populagdo Europeia (Tsai ef al., 1999). O genétipo
T/C ¢é o gendtipo predominante quer nas vitimas de suicidio quer no grupo controlo,
estando contudo a frequéncia deste gendtipo mais elevada nas vitimas de suicidio
comparativamente com os controlos (0,545 e 0,444, respetivamente). Por outro lado, o
gendtipo com a menor frequéncia nas vitimas de suicidio ¢ o gendtipo T/T (0,198). A
andlise dos resultados permite verificar que ndo foram detetadas diferengas
estatisticamente significativas entre as vitimas de suicidio e o grupo controlo
relativamente as frequéncias genotipicas (3= 4,150; df= 2; p= 0,126) e alélicas (y*=
0,14; df=1; p=0,708) do polimorfismo T102C do gene HTR2A.

Alguns estudos detetaram que o alelo C do polimorfismo T102C do gene
HTR2A ¢é um alelo de risco para o comportamento suicida (Du et al., 2000; Arias et al.,
2001; Vaquero-Lorenzo et al., 2008), todavia os resultados do presente estudo ndo
apoiam esta hipotese na medida em que a frequéncia do alelo C nas vitimas de suicidio
(0,529) foi em muito semelhante a frequéncia observada no grupo controlo (0,513).
Outros estudos verificaram um excesso do genotipo C/C no grupo de individuos que

tentaram cometer suicidio comparativamente com os controlos (Vaquero-Lorenzo et al.,
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2008; Wrzosek et al., 2011). Contudo, no presente estudo, o gendtipo C/C obteve uma
menor frequéncia nas vitimas de suicidio (0,257) do que no grupo controlo (0,291).

Os resultados do presente estudo estdo de acordo com os resultados dos estudos
de associagdo reportados que investigaram a associacdo entre o polimorfismo T102C do
gene HTR2A e a consumagao do suicidio (Du et al., 1999; Bondy et al., 2000; Crawford
et al., 2000; Ono et al., 2001). Por outro lado, encontram-se em desacordo relativamente
aos resultados alcancados por alguns estudos que reportaram associagdo do
polimorfismo em estudo e o comportamento suicida, mais propriamente com a ideagdo
suicida (Du et al., 2000) e as tentativas de suicidio (Arias et al., 2001; Vaquero-Lorenzo

et al., 2008; Saiz et al., 2008; Wrzosek et al., 2011; Gonzalez-Castro et al., 2013).

3.2 Gene SLC6A4: polimorfismo VNTR Stin2

As condi¢des de genotipagem utilizadas para o polimorfismo VNTR Stin2 do
gene SLC6A4, presentes em 2.4.2.2 do capitulo Materiais e Métodos, permitiram a
diferenciagdo entre os individuos homozigéticos para o alelo de 10 repeti¢des (10/10),
homozigoéticos para o alelo de 12 repeticdes (12/12) e heterozigdticos (10/12). A
variante 10/10 carateriza-se pelo fragmento de 267 pb, enquanto que para a variante
12/12 ¢ visualizado um fragmento de 300 pb. A variante 10/12 apresenta ambos os

fragmentos de 267 pb e 300 pb (Figura 7).
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Figura 7 — Representacdo esquematica dos fragmentos
de amplificacio esperados para os individuos
homozigéticos para o alelo de 10 repeticoes (10/10),
homozigéticos para o alelo de 12 repeti¢des (12/12) e
heterozigoticos (10/12) relativamente ao polimorfismo
VNTR Stin2 do gene SLC6A4.

Na tabela II estdo representadas as frequéncias genotipicas e alélicas relativas ao
polimorfismo VNTR Stin2 do gene SLC6A44 das vitimas de suicidio e do grupo

controlo.

Tabela II — Distribui¢do das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo VNTR Stin2 do gene

S7.C6A44 nas vitimas de suicidio e nos individuos controlo
Genotipos Alelos
10/10 10/12 12/12 10 12

Suicidio 29 (0,161) 86 (0,478) 65 (0,361) 144 (0,400) 216 (0,600)
(n=180)
1

Controlos 30 (0,165) 84 (0,461) 68 (0374) | 144(0,396) 220 (0,604)
(n=182)

= 0,097; df=2; p= 0,953 v*=0,002; df= 1; p= 0,964
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Ao analisar a tabela II verifica-se que ndo foram detetadas diferengas
estatisticamente significativas quer para a distribuigdo genotipica (y’= 0,097; df=2; p=
0,953) quer para a distribui¢do alélica (y°= 0,002; df= 1; p= 0,964) entre as vitimas de
suicidio e o grupo controlo relativamente ao polimorfismo VNTR Stin2 do gene
SLC6A4.

Os alelos mais frequentes na populacdo Portuguesa do polimorfismo VNTR
Stin2 do gene SLC6A44 sdo o alelo de 12 repetigdes (alelo 12), seguido do alelo de 10
repeti¢des (alelo 10), ndo tendo sido observado o alelo de 9 repeti¢des (alelo 9). As
frequéncias alélicas obtidas quer nas vitimas de suicidio quer nos controlos
relativamente ao alelo 12 (0,600 e 0,604, respetivamente) e ao alelo 10 (0,400 e 0,396,
respetivamente) estdo de acordo com as frequéncias esperadas para estes alelos na
populacao Europeia (56-66% e 32-42%, respetivamente). Relativamente as frequéncias
genotipicas, observa-se que o gendtipo mais comum na populacdo Portuguesa € o
gendtipo constituido pelos alelos de 10 e de 12 repeti¢des (heterozigotico 10/12).

Alguns estudos de associagdo reportaram diferentes efeitos do alelo 10 no
comportamento suicida. De Luca et al. (2006) verificou um efeito protetor do alelo 10
do polimorfismo VNTR Stin2 do gene SLC6A4 para o comportamento suicida. Por
outro lado, Lopez de Lara et al. (2006) observou que o alelo 10 pode estar envolvido na
predisposi¢do para o comportamento suicida. Contudo, os resultados do presente estudo
ndo apoiam nenhuma das duas hipoteses relativas ao papel do alelo 10 no
comportamento suicida.

Os resultados do presente estudo sugerem que o polimorfismo VNTR Stin2 do
gene SLC6A4 ndo estd associado ao suicidio na populagdo Portuguesa. Estes resultados
estdo de acordo com diversos estudos de associagdo reportados que ndo verificaram
associacdo entre o polimorfismo em estudo e o comportamento suicida (Yen et al.,
2003; Shen et al., 2004; De Luca et al., 2005; Pungercic et al., 2006; Saiz et al., 2008;
Zupanc et al., 2010).

3.3 Gene ADRA2A: polimorfismo C-1291G
As condicdes de genotipagem do polimorfismo C-1291G do gene ADRA2A

encontram-se descritas em 2.4.2.3 do capitulo Materiais e Métodos. A digestdo

enzimatica com a enzima de restricdo Mspl permitiu diferenciar individuos
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homozigoticos wild-type (genotipo C/C), homozigbticos para o alelo mutante (G/G) e
heterozigdticos (C/G) (Figura 8). A variante G/G ¢ caraterizada pela auséncia de local

de restri¢do para a enzima Mspl, sendo definida pela presenca de uma banda de 174 pb.
A variante C/C apresenta local de restricdo para a enzima Mspl que origina a clivagem
do fragmento de 174 pb em fragmentos de 53 pb e 121 pb. A variante C/G apresenta
fragmentos de 53 pb, 121 pb e 174 pb. Em todas as variantes foram verificados ainda

quatro fragmentos constantes: 5 pb, 62 pb, 116 pb e 165 pb.
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Figura 8 — Representacdo esquematica dos fragmentos
de restri¢do esperados para os individuos homozigéticos
para o alelo mutante (G/G), homozigbticos wild-type
(C/C) e heterozigdticos (C/G) relativamente ao
polimorfismo C-1291G do gene ADRA2A.

Na tabela III, estdo representadas as frequéncias genotipicas e alélicas do

polimorfismo C-1291G do gene ADRA2A das vitimas de suicidio e do grupo controlo.
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Tabela III — Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo C-1291G do gene

ADRA2A nas vitimas de suicidio e nos individuos controlo.

Gendétipos Alelos
C/C C/G G/G C G
Suicidio 128 91 18 347 127
(n=237) (0,540) (0,384) (0,076) (0,732) (0,268)
Controlos 150 90 14 390 118
(n=254) (0,591) (0,354) (0,055) (0,768) (0,232)
1= 1,660; df=2; p= 0,436 = 1,479; df=1; p= 0,224

Ao analisar os resultados, constata-se que a frequéncia do alelo C ¢ menor nas
vitimas de suicidio (0,732) comparativamente ao grupo controlo (0,768), encontrando-
se em concordancia com a frequéncia do alelo C esperada na populacdo Caucasiana
(0,71) (Small et al., 2006). A frequéncia mais elevada do alelo G nas vitimas de suicidio
(0,268) em comparagdo com os controlos (0,232) repercutiu-se igualmente nas
distribuicdes genotipicas, uma vez que tanto a frequéncia do genotipo C/G (0,384)
como do genétipo G/G (0,076) das vitimas de suicidio se encontram ligeiramente
aumentadas relativamente as frequéncias dos mesmos genotipos pertencentes ao grupo
controlo (0,354 e 0,055, respetivamente). O genotipo predominante nas vitimas de
suicidio e no grupo controlo ¢ o genotipo C/C, sendo a frequéncia deste genotipo
inferior nas vitimas de suicidio (0,540) comparativamente com a frequéncia observada
no grupo controlo (0,591).

Comparando os resultados obtidos na amostra de vitimas de suicidio e na
amostra do grupo controlo, verifica-se que ndo foram obtidas diferencas
estatisticamente significativas relativamente a distribuigdo genotipica (y= 1,660; df=2;
p=0,436) ¢ a distribuigdo alélica (y*= 1,479; df= 1; p= 0,224) entre ambos os grupos em
estudo.

Para além do presente estudo, existem apenas mais dois estudos de associag@o
efetuados entre o polimorfismo C-1291G do gene ADRA2A e o suicidio, um na
populacao Caucasiana (Sequeira et al., 2004) e outro na populagdo Japonesa (Fukutake

et al., 2008), sendo que apenas o ultimo dos mesmos revelou associagdo ao suicidio.
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Apesar da existéncia de varias evidéncias que demonstram niveis alterados dos
adrenorecetores s no cérebro de vitimas de suicidio, os resultados do presente estudo
parecem indicar que o polimorfismo C-1291G do gene ADRA2A ndo estd associado ao

suicidio na populagdo Portuguesa.
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4. Conclusao
Os resultados obtidos ndo revelaram associagdo entre os polimorfismos nos

genes HTR2A4 (T102C), SLC644 (VNTR Stin2) e ADRA2A (C-1291G) e o suicidio na

populacao Portuguesa.
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