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2. Lista de Abreviaturas
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AA (Met/Met): genotipo homozigoto AA (Metionina) da COMT
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4. Apresentacao do trabalho

Diversas pesquisas mostraram que o suicidio geralmente aparece
associado a doencgas mentais, estando o diagnostico de depressdo maior presente
em 40% dos casos. Os avangos no campo da biologia molecular permitiram o
emprego de métodos sensiveis e rapidos na identificagcdo de genes candidatos
associados a doencas mentais, principalmente nos transtornos afetivos. Desta
forma, a deteccdo de variacbes de DNA especificas, encontradas via técnicas
moleculares, sdo de grande valia no diagndstico clinico. Nos ultimos 20 anos, foram
constatadas evidéncias crescentes de que o comportamento suicida tem forte
determinante neurobioldgico, ndo sendo apenas uma resposta logica a um estresse
extremo. Fatores genéticos transmitidos independentemente explicam em parte os
riscos para depressdo maior e para o suicidio. A identificacdo de genes
responsaveis envolve uma pesquisa geral em todo o genoma humano. Uma
alternativa para isso seria a identificacdo de genes candidatos nos sistemas
monoaninérgicos. Varias disfungdes dos neurotransmissores, tanto primarias como
secundérias, parecem fazer parte da constelagdo de anormalidades biologicas
associadas ao comportamento suicida. Os estudos de associacdo baseiam-se na
avaliacdo de polimorfismos. Essas variacdes na sequéncia do DNA podem alterar a
expressao e/ou o funcionamento do produto dos genes, potencialmente aumentando
0 risco para o transtorno ou comportamento em questdo. A serotonina tem um papel
relevante na maturacdo e migracdo neuronais. A partir de estudos em animais onde,
por manipulacéo genética, alterou-se o funcionamento da serotonina, observaram-se
déficits sutis afetando as vias cerebrais envolvidas em respostas emocionais. Assim,
a via serotoninérgica vem sendo a mais estudada no envolvimento de diversos
transtornos psiquiatricos.

O gene transportador da serotonina (5-HTTLPR) € um dos genes candidatos
mais estudados no comportamento suicida. Um polimorfismo de tamanho de
repeticdo (RFLP — restriction fragment length polymorphism) que corresponde a uma
insercao/ delecédo de 44 pb na regido promotora deste gene (5 - HTTLPR), que
origina 2 alelos (I- long e s-short). Diversos estudos tém mostrado resultados
evidenciando a associa¢ao entre o polimorfismo na regido promotora, em especial a
variante alélica curta (alelo “s” ou short) e o comportamento suicida. Embora

Nakamura e colaboradores (2000) tenham descrito uma nova variante alélica dentro
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do polimorfismo 5-HTTLPR, a esmagadora maioria dos trabalhos envolvendo este
polimorfismo analisou os desfechos considerando apenas a forma bialélica. A
analise de um polimorfismo de nucleotideo Unico (Single Nucleotide Polymorphism
ou SNP) que gera um funcionamento multialélico na regido reguladora do gene (5-
HTTLPR) foi muito pouco estudada associada ao comportamento suicida. Dessa
forma realizamos o estudo 1, que permitiu a andlise da forma multialélica deste
polimorfismo em pacientes deprimidos que tentaram o suicidio. Mesmo com um
resultado negativo, este trabalho permitiu avaliar pela primeira vez, uma amostra
brasileira de pacientes deprimidos que tentaram o suicidio. Mesmo que diversos
estudos tenham encontrado associagdo positiva entre o polimorfismo do gene
transportador da serotonina e o comportamento suicida, sugerimos que novos
estudos sejam realizados baseados no modelo trialélico no sentido compreender o
efeito e o papel deste polimorfismo neste comportamento.

A neurotransmissao de catecolaminas tem sido descrita como participante no
comportamento suicida e a enzima catecol-orto-metil-transferase (COMT) aparece
em alguns poucos estudos como estando associada a tal comportamento. Esta
enzima é a maior enzima catabdlica na neurotransmissdo de monoaminas no
cérebro. Sua participacdo nos atos suicidas estaria relacionada a hipotese de que
alteracdes bidirecionais dos niveis, tanto da dopamina como noradrenalina,
aumentariam o comportamento agressivo. Um polimorfismo (rs165388) no gene que
codifica a enzima presente no éxon 2 do cromossomo 22gll1l.2 produz uma
substituicdo de uma valina por metionina no cédon 158 (COMT Vall58Met) que
resulta na distribuicdo trimodal [AA (Met/Met), AG (Val/Met) e GG (Val/Val)] da
atividade da COMT em populagbes humanas. O alelo Metionina (Met) estaria
associado a uma menor atividade da enzima comparado ao alelo G(Valina) de maior
atividade. A variante Val/Met da enzima COMT é um dos mais estudados
polimorfismos analisados em pacientes psicéticos e esquizofrénicos embora com
poucas evidéncias de associacdo com tais doencas. Devido a existéncia de poucos
trabalhos envolvendo este polimorfismo em pacientes nao psicéticos com
comportamento suicida decidimos investigar uma possivel participacdo deste
polimorfismo em pacientes deprimidos que tentaram o suicidio. Em nossa andlise
(estudo2) ndo encontramos uma associacao entre o polimorfismo (rs165388) com
tentativas de suicidio em pacientes deprimidos; entretanto, mesmo com uma

amostra pequena nossos resultados estédo de acordo com e diversos estudos que
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investigaram a relagcdo deste polimorfismo com comportamento suicida em
diferentes doencas psiquiatricas. Entretanto, nossa analise ndo possui poder para
identificar associacdes de menor magnitude e mais estudos se fazem necessarios.

A compreensao dos fatores genéticos que contribuem para a vulnerabilidade
ao comportamento suicida ainda esta longe de ser totalmente elucidada. Muitos
polimorfismos genéticos ja evidenciaram sua participacdo neste desfecho, mas com
um efeito muito modesto ou com resultados controversos ou inconclusivos. Outros
recursos como o estudo das interacbes gene-ambiente, gene-gene-ambiente, a
analise de familias, trios e de haplétipos de suscetibilidade, além do estudo de
outros polimorfismos e vias de sinalizacdo de proteinas receptoras de enzimas
podem ser uteis na melhor compreensdo dos fendmenos que compdem o
comportamento suicida.

O aperfeicoamento técnico tem permitido avancos como o estudo da
Expressdo Génica Global no cérebro como uma perspectiva promissora. As
tecnologias de “microarray” oferecem a possibilidade de quantificar o nivel de
expressao de varios milhares ou mesmo de todos 0s genes encontrados no genoma
humano para o estudo da depressdo maior entre outros transtornos mentais, mas

ainda restrita aos paises desenvolvidos.
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4. RESUMO

Introducdo: Inumeros estudos tém associado alteracdes no sistema serotoninérgico
com doencas psiquiatricas como a depressdo e os atos suicidas. O polimorfismo
funcional no gene transportador da serotonina (5-HTTLPR) é descrito como uma
insercdo/delecdo de 44 pares de base na regido polimérfica do gene 5-HTT (5-
HTTLPR) tendo dois alelos: “longo”(l) e “curto’(s). Diversos estudos mostraram
evidéncias da associacdo da variante alélica curta (alelo “s” ou short) com o
comportamento suicida. Novas variantes alélicas foram descritas dentro do
polimorfismo 5-HTTLPR na forma de um polimorfismo de nucleotideo Unico (Single
Nucleotide Polymorphism) que gera um funcionamento multialélico na regido
reguladora do gene (5-HTTLPR). A maioria dos trabalhos envolvendo este
polimorfismo analisou os desfechos considerando apenas a forma bialélica. As
novas variantes (forma multialélica) foram pouco estudadas associadas ao
comportamento suicida. Dessa forma realizamos o estudo 1, que permitiu a analise
da forma multialélica deste polimorfismo em pacientes deprimidos que tentaram o
suicidio. A enzima catecol-orto-metil-transferase (COMT) aparece em alguns
estudos como estando associada ao comportamento suicida. Um polimorfismo
(rs165388) no gene que codifica a enzima produz uma substituicho de uma valina
por metionina no codon 158 (COMT Vall58Met) que resulta na distribuicdo trimodal
[AA (Met/Met), AG (Val/Met) e GG (Val/Val)] da atividade da COMT. A variante
Val/Met da enzima COMT é um dos mais estudados polimorfismos analisados em
pacientes psicoticos e esquizofrénicos embora com poucas evidéncias de
associacdo com tais doencas. Devido a existéncia de poucos trabalhos envolvendo
este polimorfismo com comportamento suicida decidimos investigar uma possivel
participacdo deste polimorfismo em pacientes deprimidos que tentaram o suicidio
gue esta descrita no artigo 2.

Métodos: Este foi um estudo caso-controle para de genes candidatos para o
comportamento suicida. A amostra foi pareada para sexo e idade e composta por
individuos caucasianos. No primeiro estudo a amostra foi composta de 94 pacientes
deprimidos que tentaram suicidio e 94 controles sem diagnostico psiquiatrico e no
estudo 2 a amostra foi de 88 pacientes e 88 controles também pareados por sexo e
idade. A avaliacdo diagndstica foi feita através de entrevista psiquiatrica clinica e por
entrevista diagnéstica padronizada breve Mini International Neuropsychiatric
Interview (MINI) para adultos e nos pacientes foi aplicada a escala Suicide Intent
Scale (SIS). A regido promotora do gene 5-HTT contendo o polimorfismo 5-HTTLPR
e a regidao do gene COMT contendo o polimorfismo Vall58Met foram amplificadas
através da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). Os produtos da PCR foram
analisados por RFLP e a andlise dos fragmentos resultantes foram visualizados por
eletroforese em gel agarose 3%.

Resultados: No primeiro estudo ndo foi encontrada associacdo entre as novas
variantes do polimorfismo 5-HTTLPR com tentativas de suicidio em pacientes
deprimidos. Em nossa analise também ndo encontramos uma associa¢do entre o
polimorfismo (rs165388) com comportamento suicida.

Concluséo: Mesmo com resultados negativos, este trabalho permitiu avaliar pela
primeira vez as novas variantes alélicas do polimorfismo do gene transportador da
serotonina e analisar o polimorfismo Vall158Met do gene da COMT em uma amostra
brasileira de pacientes deprimidos que tentaram o suicidio. Sugerimos que Nnovos
estudos sejam realizados no sentido compreender o papel destes polimorfismos no
comportamento suicida.
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5. Abstract

Introduction: The serotonergic route has been intensively studied regarding the
involvement in several psychiatric disorders including major depression and suicide
behavior. The serotonin transporter gene (5-HTT) is one of the most studied
candidate genes for suicide behavior. A polymorphism corresponding to an
insertion/deletion of 44 base pairs in the promoter region of this gene (5 - HTTLPR),
originates two alleles (I- long e s-short). Several studies have demonstrated an
evidence for the association among this polymorphism (specially the s variant) and
suicide behavior. New allelic variants within the 5-HTTLPR polymorphism were
described which generates a multiallelic functioning in the regulatory region of the 5-
HTT gene. The analysis of an imbedded SNP (Single Nucleotide Polymorphism) was
rarely studied in association with suicide behavior and the vast majority of
publications involving this polymorphism analyzed only the biallelic form. Thus, we
decided to perform study 1, which allowed a multiallelic analysis of this polymorphism
in depressed patients who attempted suicide. The enzyme catechol-o-methyl-
transferase (COMT) has been shown in a few studies as being associated to such
behavior. A polymorphism (rs165388) in the gene that codes for the enzyme
produces a substitution of valine for methionine at codon 158 (COMT Vall58Met)
which results in the trimodal distribution (JAA (Met/Met), AG (Val/Met) e GG (Val/Val)]
of the COMT activity. This is one of the most studied polymorphisms in psychotic and
schizophrenic patients, although with few evidences of positive association. Because
this polymorphism has been poorly studied in non psychotic patients with suicide
behavior, we decided to investigate a possible participation of such polymorphism in
our sample (study 2).

Methods: These are case-control candidate gene studies for suicide behavior.
Subjects were cautiously paired for sex and age and all were Caucasians. The
sample of the first study consisted of 94 patients and the control group was a
convenience sample comprising 94 employees of Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA) without psychiatric disorders. The second study comprised the same
sample with 176 subjects also paired for sex and age (88 cases and 88 controls).
Cases and controls were evaluated by a Psychiatric Interview and the Mini
International Neuropsychiatry Interview (MINI). A semi-structured interview was used
to access sociodemographic data and clinical history. The Beck’s Suicidal Intention
Scale (SIS) was used for the patients interviewed by the psychiatrist. The region of
the 5-HTT gene containing the biallelic polymorphism and the region of the COMT
gene containing the Val/Met polymorphism were amplified under Polymerase Chain
Reaction. The amplified products of 5-HTT polymorphism were determined by
restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis. The digestion products
were visualized by 3% agarose gel electrophoresis stained with ethidium bromide
under UV light.

Results: In our first study, we did not find an association with the new allelic variants
of 5-HTTLPR among depressed patients with suicide attempts. Also we did not find
an association with the rs165388 polymorphism (COMT) with suicide attempts in
depressed patients.

Conclusion: Even with a negative result, this work allowed, for the first time, the new
allelic variants of 5-HTT and analyze the COMT Vall58Met polymorphism with
suicide attempts in depressed patients. We suggest more studies in order to
understand the role of these polymorphisms in suicide behavior.
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6. Introducao

6.1. Epidemiologia do comportamento suicida

O comportamento suicida representa uma das maiores preocupacdes
em saude publica na atualidade. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), o suicidio foi responsavel por quase 2% das mortes do mundo no ano
de 1998, o que o coloca na frente de mortes causadas por guerras e bem a
frente das mortes por homicidio. De uma forma sucinta, a OMS define o ato
suicida como “auto - agressédo com graus variados de intencéo letal” e suicidio
como “um ato suicida com um desenlace fatal” (WHO, 1999).

A cada ano, um milhdo de pessoas comete o suicidio ao redor do
mundo. No total estima-se que ocorram aproximadamente 30.000 suicidios
por ano nos EUA e 120.000 na Europa (Jamison, 2002). O coeficiente de
mortalidade por suicidio esta na populacéo geral mundial entre 10 e 20 para
cada 100.000 individuos. Embora os dados epidemiologicos variem entre 0s
diferentes paises, o0 coeficiente brasileiro esta abaixo da média mundial.
Entretanto, na regidao sul do Brasil, especificamente no Rio Grande do Sul o
coeficiente de mortalidade por ano é duas vezes maior (9,88 suicidios
/100.000 habitantes por ano) que a média nacional (MS/SVS, 2006). No ano
de 2007, a mortalidade no Rio Grande do Sul por suicidio foi de 1099
pessoas, sendo 878 do sexo masculino e 221 do sexo feminino; sendo que a
maioria (911 pessoas) utilizou métodos violentos (enforcamento e armas de
fogo) (SIM / RS, 2008).

As tentativas de suicidio constituem o mais poderoso fator preditivo de

um eventual suicidio completo (Harris et al., 1997) além de provocar uma
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significativa morbidade resultando em gastos importantes dos recursos de
saude. Para cada suicidio ocorrem cerca de 10 tentativas de suicidio (Mann et
al., 1999). Embora as mulheres facam mais tentativas de suicidio que os
homens, estes tem uma mortalidade 4 vezes maior que as mulheres em suas
tentativas. E sabido que 80% dos suicidios completos sdo de pessoas do
sexo masculino (Roy, 1999). Estudos demonstram que, ser casado é um fator
de protecdo para os homens, enquanto ter um filho menor de dois anos de
idade € um fator de protecdo para o suicidio nas mulheres (Oquendo et al.,
2007).

Esse problema afeta todas as idades e constitui a terceira causa de
morte entre adolescentes e adultos jovens menores de 24 anos e a quarta
causa mais frequente de morte nas criancas na faixa dos 10 aos 15 anos nos
Estados Unidos (Roy, 2000). No Brasil, a mortalidade proporcional por
suicidio de maior magnitude € observada nas adolescentes de 15 a 19 anos
(Werlang e Botega, 2004).

Em 1999, a Organizacdo Mundial da Saude lancou o programa
SUPRE, um estudo multicéntrico de intervencdo no comportamento suicida
com participacdo de 8 paises. Dentre os locais escolhidos, a cidade de
Campinas (SP) participou deste estudo, sob a coordenacao do Dr. Neury José
Botega. O Brasil através da Portaria Ministerial n° 2.542 de 2005 criou um
grupo de trabalho visando estabelecer as Diretrizes Nacionais de Prevencao
do Suicidio. Em 14 de agosto de 2006 foi publicada a portaria Ministerial
1.876 que estabeleceu estas diretrizes a serem implantadas em todas as
unidades federadas. Entre as acdes, foi elaborado um manual dirigido a

profissionais das equipes de saude mental lancado no | Seminario Nacional
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do Suicidio ocorrido em agosto de 2006 em Porto Alegre (RS) como parte da
politica a ser desenvolvida em todo o pais.

Jamison (2002) afirma que o comportamento suicida é um ato saturado
de ambivaléncia. Mesmo ja havendo definicbes sobre os fatores de risco e
protecdo do suicidio, estes ainda se constituem insuficientes na prevencao e
no tratamento do problema. Muitos suicidios ocorrem de forma inesperada e
outros mesmo esperados por seu risco parecem ser imprevisiveis. Apenas
uma minoria € desencadeada por eventos estressantes em pessoas com uma
vida emocional saudavel e, nesses casos, 0 risco de um comportamento
suicida € geralmente temporario e potencialmente prevenivel. Do ponto de
vista dimensional o comportamento suicida pode ser visto como um
continuum que inclui a ideacdo suicida, ameacas e gestos de risco, as
tentativas de suicidio e o suicidio completo. Mas devemos estar atentos, pois
nem sempre tais fendmenos sao perceptiveis ou identificados facilmente.

A figura abaixo ilustra como o comportamento suicida pode se

manifestar de uma forma oculta ou evidente dentro deste continuum.
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Figura 1. Adaptado de Wasserman, 2001.
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Mesmo com o0s avangos cientificos, as sociedades contemporaneas
ainda tratam o problema do suicidio como algo vergonhoso, resultante de
uma faléncia da responsabilidade pessoal, da coesdo familiar ou do sistema
social. Esta visdo promove uma série de dificuldades na intervencédo e na
pesquisa desses casos e até impossibilita uma adequada notificacéo para fins
estatisticos devido a subnotificacdo ou informacdo de dados falsos. Botega
(2000) alerta para a necessidade de se levar em consideracdo a grande
diversidade entre as regides brasileiras, que determinam niveis variados de
dificuldade de registro, comprometendo a fidedignidade dos dados e assim
podendo elevar os casos de subnotificacdo, tornando os dados ainda mais
alarmantes. Os suicidios comumente deixam de ser relatados, em parte
porque os suicidas disfarcam suas acdes e em parte porque nas sociedades
onde ele é visto sob um juizo moralista a comunicacéo tende a ser evitada

(Solomon, 2002).

6.2. Modelos para o comportamento suicida

Assim como o0s tracos de comportamento normal sdo transmitidos de
pais para filhos, certos transtornos mentais sdo comuns em familias.
Podemos considerar as doencas mentais ou psiquiatricas como doencas
complexas, ou seja, doencas que ndo exibem um padrdo de heranca
mendeliana de transmissdo, mas exibem um padréo de heranga familiar,
sofrem alguma influéncia genética e tem origem ou causa dita complexa, ou
seja, multifatorial. Ha fatores genéticos e fatores ambientais envolvidos na
génese destas doencgas. Tais fatores genéticos e ambientais podem ser, tanto
fatores de risco, como fatores de protecédo. De acordo com o histérico familiar

pode haver uma maior suscetibilidade ou predisposicdo genética deste
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individuo para ter a doenca, mas fatores protetores ambientais também
podem interferir na sua manifestacdo, diminuindo o risco de ocorréncia. A
combinacao do efeito de fatores genéticos e ambientais de risco e os fatores
protetores contribuem para a propensao individual para desenvolver a
doenca. Outros fatores como a idade de aparecimento, gravidade da doenca

e a expressao dos sintomas clinicos devem também ser considerados.

6.2.1 Modelo diatese — estresse

Nos ultimos 20 anos, foram constatadas evidéncias crescentes de que
0 comportamento suicida tem forte determinante neurobiolégico, ndo sendo
apenas uma resposta l6gica a um estresse extremo. Estes determinantes
neurobioldgicos sdo independentes do transtorno psiquiatrico com o qual
estdo associados. As pessoas que estdo sob risco de suicidio tendem a fazer
tentativas de modo relativamente precoce, na evolugcdo de seus quadros
(Malone et al., 1995).

Jamison (2002) afirma que “n&o existe nenhuma teoria simples para o
suicidio, nem algoritmos invariaveis com o0s quais prevé-los”. Mann (1998)
sugere, para a compreensao deste fendmeno, a construcdo de um modelo
gue pode ser visto ou como um modelo diatese-estresse ou um modelo
gatilho-limiar que pode explicar esta suscetibilidade. A diatese
(vulnerabilidade) determina como um individuo reage a um evento estressor e
depende de fatores que moldam a sua personalidade como os fatores
genéticos e ambientais, experiéncias infantis entre outros. Baseado neste
modelo, os fatores de risco podem ser categorizados como pertencentes a um
desses dois dominios (gatilho ou limiar pessoal). Entre o0s estressores

associados aos atos suicidas esta o inicio ou piora de uma doenca
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psiquiatrica aguda como a depressdo, abuso de substancias, doenca
organica, crise familiar ou eventos de vida adversos que poderiam servir
como um gatilho. O evento estressor € um precipitante que determina o inicio
(“timing”) de uma tentativa de suicidio (Sher et al. 2001). O limiar para um
comportamento suicida também pode ser observado levando-se em conta
aspectos genéticos, a histéria familiar de comportamentos suicidas e certos
tracos pessoais, tais como a presenca de transtorno de personalidade
borderline comorbida, comorbidade com abuso de drogas ou alcool e
excessiva impulsividade. O mais importante elemento sugestivo de risco para
a tentativa de suicidio é a historia pregressa de outra(s) tentativa(s) de
suicidio. Mas um unico fator ndo é suficiente para desencadear um ato
suicida. Se o paciente tiver, pelo menos, um fator de risco maior para cada
dominio pode-se considerar um alto risco para o suicidio.

Se considerarmos a depressdo como um unico fator, vemos que muitos
depressivos nunca se tornam suicidas e muitos suicidios sdo cometidos por
pessoas que nao sdo depressivas. Oquendo et al. (2000) afirmam que
pacientes que tentaram o suicidio tem tanto diatese (baixo limiar) para o
comportamento suicida quanto um gatilho precipitando o comportamento
(estressor). Os autores observaram que alguns pacientes com depressao
maior sdo vulneraveis para agir quando sofrem impulsos suicidas. Esta
vulnerabilidade resulta da interacéo entre pontos gatilhos ou precipitantes e o

limiar de comportamento suicida.
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A seguir podemos ver o esquema do modelo proposto.

Estresse

[

precoce

Figura 2. Modelo diatese-estresse do comportamento suicida (Mann, 1998).

6.3. Doencas Psiquiatricas e Suicidio

O suicidio geralmente é o desfecho tragico de doencas psiquiatricas
como o0s transtornos afetivos, transtornos psicéticos (esquizofrenia) e
alcoolismo. A tendéncia verificada nestes grupos é que em quase 90% dos
casos de suicidio ha o diagnostico de doenga mental ou de uso abusivo de
substancias psicoativas e 10% dos pacientes com doenga psiquiatrica
cometem o suicidio (Mann et al., 1999a).

A relacao entre transtornos afetivos ou do humor (que inclui mania e
depressdo) mostra uma poderosa associacdo com o suicidio onde seu risco
de ocorréncia tem sido bastante elevado podendo ser observado entre 10% a
25% das mortes de pessoas com depressao maior tanto unipolar como

bipolar. Diversas pesquisas mostraram que o suicidio geralmente aparece
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aguda de Alcool / Drogas Familiar / Social Agud
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Genética Experiéncia Doenca Médica |[ Uso Cronico de Dietéticas
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associado a doencas mentais, estando o diagnostico de depressao maior
presente em 40% dos casos (Turecki, 2001) elevando-se para além de 60%
no transtorno bipolar e na distimia. O risco de mortalidade por suicidio durante
a vida nos pacientes com transtornos afetivos € em torno de 7% nos homens
e 1% nas mulheres (Blair-West et al., 1999).

A ideacdo suicida e o comportamento de risco estdo presentes em
familias com histéria de depressao severa (Allen et al., 2005), sintomas
psicaticos, comorbidade com abuso ou dependéncia de alcool (Bottlender et
al., 2000) além de sintomas de panico (Frank et. al.,2002) e inicio precoce de
transtorno afetivo (Carter et al., 2003). Estudos clinicos com pacientes
psiquiatricos sugerem que 0 risco do comportamento suicida aumenta na
presenca de uma histéria familiar de suicidio; uma afirmacao que também tem
apoio nos achados de estudos de gémeos e de adocdo. Pacientes com
historia familiar de suicidio tém, em mais de 50% dos casos, o diagndstico
primario de transtorno afetivo (Roy, 1983). Em pacientes com depressao,
cerca de 5% revelam uma histéria de suicidio em familiares de primeiro grau,
e cerca de 30% a 50% dos pacientes com depressdo que tém histéria familiar
positiva para o suicidio tentam, eles proprios, o suicidio. Uma historia
pregressa de tentativa de suicidio esta frequentemente associada com uma
tentativa de suicidio mais violenta. (Roy et al., 1999).

Estudos com gémeos tém mostrado também evidéncias de um fator
genético para o comportamento suicida onde a concordancia para o
comportamento suicida foi maior entre gémeos monozigéticos do que nos
dizigoéticos (Roy et al.,, 2001). Em estudos com adocado foi encontrado um

maior risco de suicidio para os familiares biolégicos de pessoas adotadas que



23

cometeram suicidio quando comparadas aos familiares biologicos de
individuos adotados do grupo controle. (Wender et al., 1986; Roy et al., 1999).

A transmissao familiar do risco de suicidio parece ser independente da
transmissao familiar de doencas psiquiatricas. O risco de suicidio dos filhos
de pacientes que tentaram o suicidio € maior quando comparado com a prole
de pessoas que ndo tentaram o suicidio (Brent et al., 2002; Melhem et al.,

2007).

6.3.1. A comorbidade e o comportamento suicida

Existe consenso geral de que os transtornos psiquiatricos com abuso e
dependéncia de drogas estdo associados com maior risco de suicidio,
especialmente em pacientes com transtornos maiores do humor. No entanto,
0s ensaios publicados até o momento ndo distinguem o risco maior pelo
abuso ou pela dependéncia de drogas. O abuso de drogas se inicia na
adolescéncia e pode desempenhar papel proeminente no aumento de 300%
nos casos de suicidio nesta faixa etaria. Nos jovens, o abuso de drogas pode
estar associado com elevada freqiéncia a depressao e transtorno bipolar
(Tondo et al.,2001). Além do transtorno do humor e do abuso de drogas,
podem ser fatores de risco associados ao suicidio a deterioracdo social,
profissional, doencas fisicas e altera¢des nutricionais.

Os resultados de uma pesquisa realizada com 504 pacientes
hospitalizados com transtorno de humor por tentativas de suicidio e abuso de
substancias demonstraram a associacdo do abuso de alcool e drogas com
transtornos afetivos maiores e de algumas drogas com o comportamento
suicida. Os riscos de suicidio sdo semelhantes em homens e mulheres

hospitalizados, estando associados com transtornos bipolares, tanto do tipo Il
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guanto do tipo | (principalmente misto), assim como unipolares com o abuso
de drogas. As diferencas nos riscos para abuso de drogas e comportamento
suicida sugerem que o0 abuso de drogas e o transtorno de humor podem
contribuir para o risco de suicidio com independéncia parcial, sendo fatores a
serem estudados de modo isolado para avaliar a real participacdo de cada um
(Tondo et al.,2001).

Por outro lado, alguns estudos ndo encontraram associacao entre
abuso de alcool e tentativas de suicidio (Valtonen et al. 2006; Galfalvy et al.
2006; Grunembaum et al., 2006).

Dessa forma o uso de alcool e drogas pode interagir com inumeros
fatores de risco associados as tentativas de suicidio entre os quais citamos
piora dos sintomas depressivos, insOnia, sentimentos de desesperanca,
estados mistos, altos niveis de impulsividade e agressdo os quais podem
favorecer o comportamento suicida.

A coexisténcia de mais de uma doenca em pacientes no eixo | ou com
doenca simultanea nos Eixos | e |l pelos critérios do Diagnostic and Statistical
of Mental Disorders (DSM-IV, APA, 1994) é extremamente freqiente nos
pacientes que cometeram uma tentativa de suicidio. O numero de
diagnoésticos comodrbidos aumenta substancialmente o risco para
comportamento suicida (Mann, 1998).

As doencas organicas, em consonancia com o modelo proposto por
Mann (1998), aumentam o risco de atos suicidas e do suicidio, principalmente
aquelas doencas que afetam o sistema nervoso central como a AIDS,

epilepsia, doenca de Huntington, traumatismo cranio-encefalico, insuficiéncia
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renal crbnica e acidentes vasculares cerebrais conferem um maior risco de

suicidio que outras doencas (Mann et al., 1999a; Sher et al., 2001).

6.4. Agressividade e impulsividade no compo  rtamento suicida

Tracos de personalidade como fatores de vulnerabilidade ao
comportamento suicida tém sido descritos desde a década de 50. A
impulsividade, agressividade e hostilidade sdo fatores de risco para o
comportamento suicida nos diferentes transtornos psiquiatricos (Mann et al.,
1999a). Individuos com depressao maior e transtornos de personalidade com
comportamento suicida, tem também uma relevante historia de agressao e
impulsividade (Mann et al., 1999b).

Em um estudo que comparou pacientes deprimidos americanos e
espanhodis que tentaram o suicidio mostrou que o0s americanos fizeram
tentativas de suicidio de alta letalidade e tinham histéria de comportamento
agressivo maior que o grupo de pacientes espanhdis sugerindo que a maior
letalidade das tentativas estava associada ao maior nivel de agresséo (Baca-
Garcia et al. 2006).

A impulsividade parece ter um papel distinto em pacientes bipolares visto
gue esta manifestacdo parece ser intrinseca a este transtorno, podendo
mitigar o uso desta variavel como marcador para o risco de suicidio. Mas em
pacientes com outras doencas psiquiatricas, como depressao maior, as
tentativas de suicidio estdo relacionadas a impulsividade (Oquendo et al.
2004).

Ha estudos que avaliaram a desesperanca, como fator preditivo de risco
para o comportamento suicida. Alguns mostraram que a desesperanca € um

dos fatores de risco independentes para a tentativa de suicidio (Valtonen et al.
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2006; Galfalvy et al. 2006). Outros a consideraram como fator de risco apenas
nos casos de comportamento suicida associado ao abuso de alcool e drogas
(Young et al., 1994). Oquendo e colaboradores (2004) sugerem que a
desesperanca poderia estar associada ao pessimismo, depressédo subjetiva,
razdes para viver e ideacdo suicida podendo ser um fator preditivo para
futuras tentativas de suicidio.

A maioria dos estudos tem focado na investigacdo do risco nas tentativas
de suicidio. Brezo e colaboradores (2006) destacam que tracos como
desesperanca, neuroticismo e extroversdo tém mostrado uma associacao
positiva com comportamento suicida envolvendo as trés dimensdes (ideacéao,
tentativa e suicidio completo) embora tracos de personalidade como
agressao, impulsividade, raiva, irritabilidade, hostilidade e ansiedade devam
ser também investigados como possiveis marcadores de risco de suicidio.

Os tracos de personalidade podem ser uma ferramenta Gtil a ser utilizada
na medida do risco de suicidio embora devamos estar atentos a qualificacdo e
a quantificacdo da contribuicdo destes fatores nos diferentes desfechos
possiveis do comportamento suicida (ideacgéo, tentativa ou suicidio completo)
devido as possiveis diversidades conceituais e metodologicas. Brezo e
colaboradores (2006) consideraram que a falta de estudos prospectivos e a
inadequada avaliacdo de possiveis confundidores (variagbes genéticas e
ambientais em diferentes géneros, idades e grupos etnoculturais) devam ser
levados em conta na avaliagéo de tracos de personalidade como marcadores

de risco de suicidio.
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6.5. Abuso fisico e sexual no comportamento suicida

O abuso na infancia tem sido associado a altas taxas de
comportamento suicida na fase adulta (Mann et al.,, 1999b). Oquendo e
colaboradores (2004) comparando um grupo de tentadores e ndo—tentadores
de suicidio com episodios de depressao maior observaram que uma maior
freqUéncia de abuso na infancia no grupo de tentadores.

As taxas de abuso fisico e sexual de criancas sao maiores em familias
onde ha historia de comportamento suicida. Aléem disso, a histéria de abuso
sexual, tanto nos pais como na prole destas familias, pode ser um fator
preditivo de comportamento suicida nos filhos (Brent et al., 2002).

Mann (1998) inclui as experiéncias traumaticas precoces como um
fator intrinseco que compde a didtese para o comportamento suicida. Estudos
recentes em humanos referem que o abuso na infancia altera a resposta ao
estresse do eixo hipotalamo - hipofisario - adrenal (HPA) aumentando o risco

de suicidio em vitimas de abuso na infancia (McGowan et al., 2009).

6.6. Neurotransmissores e comportamento suicida

Através dos estudos dos transtornos afetivos, caracterizados por mania
e/ou depressdo, foram criadas hipéteses envolvendo principios
farmacoldgicos de diversas vias neuronais envolvendo neurotransmissores
monoaminérgicos como a dopamina, noradrenalina e serotonina. Os
neurotransmissores monoaminérgicos sao sintetizados por enzimas, que 0S
formam no corpo celular ou no terminal do neurdnio. O conhecimento das vias
monoaminérgicas permitiu a compreensao da fisiopatologia dos transtornos

afetivos bem como dos mecanismos de acdo dos antidepressivos.
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Diversos estudos tém evidenciado que as proteinas e receptores
envolvidos na via serotoninérgica desempenham um papel importante no
comportamento suicida (Mann, 1998; Stahl, 2002). Sabe-se também que ha
uma interconexdo entre as diversas vias neurotransmissoras. Na regulacao
da via serotoninérgica ha o envolvimento de um receptor noradrenérgico que
também regula a liberacdo da serotonina na fenda sinaptica. Estes sistemas
estdo, em parte, sob um controle genético, uma vez que ha uma relacao entre
variantes genéticas relacionadas a impulsividade, alteracbes psicomotoras,
agressividade e anormalidades biolégicas que envolvem genes e seus
produtos. Fatores genéticos relacionados a sintese de neurotransmissores e
receptores os quais séo transmitidos independentemente, explicam em parte
0S riscos para depressao maior e para o suicidio. De acordo com o histérico
familiar pode haver uma maior suscetibilidade ou predisposicdo genética
deste individuo para ter a doenca, mas fatores protetores ambientais também
podem interferir na sua manifestacao, diminuindo o risco dela ocorrer.

Nos ultimos anos, a medicina tem se desenvolvido de maneira a
incorporar tecnologias de ponta, como o uso da biologia molecular, e permitir
o diagnostico mais precoce e mais preciso de inimeras doencas, assim como
para auxiliar no entendimento de sua patogénese, permitindo o
desenvolvimento de novos tratamentos ou prevencdo mais eficazes. Os
avanc¢os no campo da biologia molecular permitiram o emprego de métodos
sensiveis e rapidos na identificacdo de genes candidatos associados a
doencas mentais, principalmente nos transtornos afetivos. Desta forma, a
deteccdo de variagbes de DNA especificas, encontradas via técnicas

moleculares, sdo de grande valia no diagndstico clinico.
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A identificacdo de genes responsaveis envolve uma pesquisa geral em
todo o genoma humano. Uma alternativa para isso seria a identificacdo de
genes candidatos como aqueles relacionados nos sistemas serotoninérgico e
noradrenérgico. Genes candidatos sdo genes que codificam proteinas que
tém ou se acredita que tenham um papel biolégico no desenvolvimento de
doencas.

Genes candidatos como o gene da enzima triptofano hidroxilase, dos
receptores da serotonina a 5-HT1A, 5-HT2A e 5-HT1B, do heteroreceptor alfa
adrenérgico e 0 gene transportador de serotonina (5-HTT) estariam
relacionados as anormalidades serotoninérgicas observadas em pessoas com
historia de depressdo maior e nos individuos com condutas suicidas sérias e
nagueles que cometeram suicidio (Malone et al., 1995; Mann, 1998). Entre as
alteracdes genéticas relacionadas as doencas psiquiatricas estdo alguns
polimorfismos. Entende-se por polimorfismo um segmento de DNA que tém
mais de uma forma (ou alelo) sendo que a forma menos frequente ocorreria
em pelo menos 1% da populacdo. Seria uma parte natural de uma variacao
genética e um gene polimorfico pode ou nédo estar relacionado a uma funcao
alterada, ou seja, causar ou predispor para uma doenca.

Um fator neurobiolégico importante, ao se considerar o limiar de um
individuo para agir sob impulsos suicidas, € a funcéo serotoninérgica cerebral.
Desde a década de setenta, inUmeros estudos bioquimicos tém mostrado
uma associagdo entre a baixa atividade serotoninérgica e a agressividade,
impulsividade e comportamento suicida. (Asberg et al. 1976). Ha evidéncias
de gque o sistema serotoninérgico estd em parte sob controle genético (Mann

1998; Van Heeringen, 2003). Assim, o risco de um comportamento suicida, 0s
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atos agressivos, 0 alcoolismo e o0 abuso de substancias teriam uma
predisposicdo genética mediada por este sistema neurotransmissor (Mann,
1998; Mann et al. 1999a, 1999b, 2001). E importante notar que quanto mais
baixa a serotonina cerebral, mais grave € a tentativa de suicidio, havendo,
portanto, correlacédo direta com a letalidade (Mann et al.,1999b; Sher et al.,
2001). Outro fato importante é que existe relacdo entre os baixos niveis
cerebrais de serotonina e a agressividade, ndo se esquecendo que o suicidio
pode ser entendido como uma auto-agressividade. De modo interessante, o
sexo feminino tem um nivel médio mais elevado de serotonina cerebral que o

sexo masculino, e menor incidéncia de suicidio. (Mann et al., 1999a).

6.6.1. Polimorfismos genéticos associados ao compo rtamento suicida

O gene transportador da serotonina (5-HTTLPR) é um dos genes
candidatos mais estudados no comportamento suicida. Localizado no
cromossomo 17qg11.1-12 (Lesch, 1994), o 5-HTTLPR codifica uma proteina
de membrana integral que tem um papel na recaptacdo deste
neurotransmissor na fenda sinaptica (Mann, 1998). Existem dois
polimorfismos neste gene que tém sido pesquisados: um VNTR que
corresponde a um numero variavel de repeticdes em tandem no intron 2
(Lesch et al.,1994) e o polimorfismo de tamanho de repeticdo (RFLP —
restriction fragment length polymorphism) que corresponde a uma insergcao/
delecédo de 44 pb na regido promotora deste gene (5 - HTTLPR), que origina 2
alelos (I- long e s-short). O alelo “I”, constituido de 528 pares de base, vem
sendo relacionado a uma transcricdo de duas a trés vezes mais eficiente do

gene transportador da serotonina quando comparado ao alelo “s” de 484
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pares de base (Heils et al., 1996). Isso significa que o alelo “s” seria menos
ativo resultando numa captacdo em niveis menores da serotonina na fenda
sinaptica. Diversos estudos tém mostrado resultados evidenciando a
associacao entre o polimorfismo na regido promotora e 0 comportamento
suicida (Arango et al., 2003). Em duas meta-analises, os estudos revelaram
gue had um maior risco de comportamento suicida nos pacientes deprimidos
portadores do genotipo SS e LS evidenciando uma associacéo positiva entre
o alelo curto com o suicidio. (Lin and Tsai, 2004; Anguelova et al. 2003).
Estes dados foram confirmados em um estudo brasileiro analisando a forma
bialélica (“I” e “s”) deste polimorfismo em pacientes deprimidos que tentaram o
suicidio (Segal et. al. 2006).

Embora Nakamura e colaboradores (2000) tenham descrito uma nova
variante alélica dentro do polimorfismo 5-HTTLPR, a esmagadora maioria dos
trabalhos envolvendo este polimorfismo analisou os desfechos considerando
apenas a forma bialélica. A analise de um polimorfismo de nucleotideo Unico
(Single Nucleotide Polymorphism ou SNP) que gera um funcionamento
multialélico na regido reguladora do gene (5-HTTLPR). A analise funcional
deste SNP demonstrou a existéncia de uma nova variante A no alelo L (La)
gue produz niveis mais elevados de mRNA e a variante G (Lg) deste alelo é
equivalente ao funcionamento do alelo S. O mesmo SNP pode ser usado para
subdividir o alelo S em Sp e Sg,

Esta variacdo (SNP) foi muito pouco estudada associada aos
transtornos mentais e no comportamento suicida havendo poucos estudos a

respeito (De Luca et al., 2005; Zalsman et al., 2006).
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Os estudos genéticos moleculares registraram também polimorfismos
no gene da enzima triptofano — hidroxilase (TPH), que esta envolvido na
sintese da serotonina. Muitos estudos tém investigado a associacao entre
esse polimorfismo e atos suicidas com resultados, ainda controversos, mas a
sua suposta participacdo nestes atos estaria relacionada a um aumento da
impulsividade e do comportamento agressivo-impulsivo (Roy et al. 1999).

Estudos recentes revelaram a existéncia de um segundo gene da
triptofano hidroxilase (TPH2) o qual esta altamente expresso no cérebro e que
pode ser responsavel pela sintese de serotonina no sistema nervoso central
(Hariri and Weinberger, 2003). Alteracbes neste gene estariam mais
relacionadas ao comportamento suicida do que alteracbes no gene TPH
devido a sua expressao preferencial no SNC.

As monoaminas sdo catabolizadas pelas enzimas monoamino
oxidase A (MAO A) e catecol — orto - metil - transferase (COMT) e ja ha
alguns estudos relacionando alteracdes polimérficas destes genes com
comportamento agressivo. A enzima da monoamino oxidase A participa da via
serotoninérgica também destruindo a serotonina convertendo-a num
metabdlito inativo. Algumas pesquisas tém estudado também alteracbes na
via noradrenérgica que possam estar associadas ao comportamento suicida.
A baixa atividade da MAO-A resulta em elevados niveis de serotonina,
noradrenalina e dopamina no cérebro, manifestando como desordens de
humor e comportamento agressivo. A agressividade e impulsividade podem
ser um fator de predisposicdo ao suicidio, o qual foi associado com uma
diminuicdo da atividade serotoninérgica (Mann, 2001). A enzima catecol-orto-

7

metil-transferase é a maior enzima catabdlica dos neurotransmissores
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catecolaminérgicos no cérebro. Poucos estudos genéticos tém mostrado uma
associacao positiva com tentativa de suicidio havendo um relato (Ono et al.,
2004) de associacao entre um polimorfismo funcional do gene da COMT em
homens que cometeram suicidio, entretanto ainda ndo ha estudos conclusivos
entre o gene da MAO A e o comportamento suicida.

Sequeira e colaboradores (2004) sugerem que a variante do gene do
receptor a 2A adrenérgico pode ter um papel de pequenas proporcdes em
casos de suicidio.

Em relacdo aos genes relacionados aos receptores da serotonina 2A e
1B né&o foram descritos, nos estudos realizados, evidéncias de associagao
entre as variagbes genéticas desses genes com o0s atos suicidas (Turecki,

2001).

6.7. Interagdo Gene-Ambiente

O fendbmeno da interacdo gene - ambiente vem sendo intensamente
estudado nos ultimos anos. O modelo etiolégico do comportamento suicida
proposto por Mann (1998) segue esse fundamento onde os efeitos da
exposicdo aos fatores de risco ambiental podem contribuir para a
manifestacdo deste comportamento em individuos com uma determinada
constituicdo genética. Dentre os transtornos psiquiatricos que vem sendo
estudados sob esta perspectiva encontram-se a depresséao, os transtornos de
conduta e o transtorno de déficit de atencao/hiperatividade. Destacam-se 0s
trabalhos desenvolvidos por Caspi e colaboradores (2003, 2006) os quais
conduziram uma série de estudos pioneiros baseados numa coorte
neozelandesa onde primariamente analisaram o polimorfismo bialélico do 5-

HTTLPR e sua acdo associada a eventos estressores que contribuiam no
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desenvolvimento de quadros depressivos. A seguir 0S autores propuseram
um modelo metodoldgico para a compreensao da interacdo entre fatores de
risco genéticos e ambientais no desenvolvimento de doencas mentais. Para
tal ha a necessidade do desenvolvimento de uma metodologia que avalie trés
pontos (gene, patdbgenos ambientais e o fendtipo comportamental) seguindo
sete passos estratégicos (Moffit et al., 2005). Até o momento, por envolver
grandes amostras e metodologia complexa, os estudos avaliando interacao
gene - ambiente foram feitos em paises desenvolvidos e nenhum relacionado

ao comportamento suicida.

6.8. Interacao gene-gene

Em relagdo ao comportamento suicida ha um estudo feito por De Luca
e colaboradores (2005) onde foram avaliados individuos com transtorno
afetivo bipolar que tentaram o suicidio analisando uma possivel interagédo
entre polimorfismos do gene da MAO A e da COMT (efeito epistatico) embora
nao tenha sido encontrada nenhuma associacdo entre os polimorfismos e o
desfecho na amostra estudada. Outro estudo envolvendo os polimorfismos da
forma bialélica do gene 5-HTTLPR e do gene da Triptofano Hidroxilase
(A218C) também ndo encontrou qualquer associacdo em vitimas de suicidio

(Mergen et al., 2006).
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7. Justificativa do Estudo

Levando em consideracdo que, a maioria dos estudos envolvendo o
polimorfismo 5-HTTLPR foi realizada avaliando o sistema bialélico, e que, um
estudo anterior do nosso grupo encontrou associagao positiva com uma
amostra menor que a atual, decidimos analisar este polimorfismo na sua
forma trialélica.

As andlises de polimorfismos como da Triptofano Hidroxilase, MAO e
COMT foram motivadas pelos resultados conflitantes na literatura em relacao

ao comportamento suicida.
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8. Hipdbtese de Pesquisa

Considerando que pacientes deprimidos tentam o0 suicidio
freqientemente, e que alteracbes nos sistemas serotoninérgico e
noradrenérgico estdo presentes nestes pacientes, as seguintes hipoteses
foram testadas:

8.1. Os genes da HTTLPR (trialélico), TPH2, MAOA e COMT estao
associados ao comportamento suicida.
8.2. Polimorfismos nestes genes podem conferir uma vulnerabilidade

biologica a estes individuos que tentam o suicidio.
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9. Objetivos

9.1. Geral

Verificar a frequéncia dos polimorfismos HTTLPR (trialélico), TPH2,
MAOA e COMT em pacientes que tentaram suicidio comparado com um

grupo controle.

9.2. Especificos
Calcular a frequéncia dos diferentes alelos presentes em cada gene

nos pacientes e no grupo controle.

Verificar se ha associacdo entre a frequéncia dos polimorfismos
descritos e o diagnéstico psiquiatrico de depressdao nos pacientes que
tentaram o suicidio.

Verificar se ha associacdo entre a frequéncia dos polimorfismos
descritos e o diagnostico psiquiatrico de abuso de alcool e drogas nos
pacientes que tentaram o suicidio.

Verificar se ha associacdo entre a frequéncia dos polimorfismos
descritos e o nimero de tentativas de suicidio.

Verificar se ha associacdo entre a frequéncia dos polimorfismos

descritos e o tipo de tentativas de suicidio (método violento ou n&o).
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10. Consideracdes Eticas

Os pacientes que receberam atendimento global (clinico, cirargico,
psicologico e psiquiatrico) no Hospital de Pronto Socorro apés uma tentativa
de suicidio foram convidados a participar do estudo, informados dos
objetivos, riscos e beneficios do mesmo para o paciente, sua familia e
populacdo de afetados. Os casos selecionados foram expostos a um risco
minimo, considerando o procedimento pouco invasivo necessario para sua
realizacdo. Todos o0s pacientes preencheram termo de consentimento
informado, onde constava a possibilidade de utilizacdo do material em outros
projetos de pesquisa para estudo de outros genes candidatos. Foi oferecido
para os individuos pesquisados e seus familiares um atendimento para
esclarecimento de eventuais duvidas quanto ao resultado e significado deste
exame e dos possiveis impactos ou riscos que estejam envolvidos para 0s
pacientes e suas familias. Participaram do estudo somente aqueles
pacientes que tiveram condi¢cdes de entender e consentir os procedimentos
a serem realizados. Esse estudo faz parte de uma linha de pesquisa mais
abrangente da qual jA se encontram em andamento projetos previamente
aprovados pela Comissdo Cientifica e Comissdo de Etica em Salde do
Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre sob n® 02097, 03445, 05055 os referidos projetos também obtiveram
aprovacdo da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) e pela
Assessoria Cientifica do Hospital de Pronto Socorro de Porto Alegre e todos
0S pacientes assinaram o termo de Consentimento Informado para a sua

execucao (Apéndice 1).



39

11. Referéncias Bibliogréaficas

Allen MH, Chessick CA, Miklowitz DJ, Goldberg JF, Wisniewski SR, Miyahara
S, Calabrese JR, Marangell L, Bauer MS, Thomas MR, Bowden CL, Sachs
GS. Contributors to Suicidal Ideation among bipolar patients with and without
a history of suicide attempts. Suicide Life Threat Behavior , 35(6): 671-680,
2005.

American Psychiatry Association. Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM — 1V). 4.ed. Washington, 1994.

Anguelova M., Benkelfat C., Turecki G. A systematic review of association
studies investigating genes coding for serotonin receptors and the serotonin
transporter: 1l. Suicidal behavior. Molecular Psychiatry 8, 646—653, 2003.

Arango V., Huang Y., Underwood M.D., Mann J.J. Genetics of the serotonin
system in suicidal behavior. Journal of Psychiatric Research 37, 375-386,
2003.

Asberg M., Traskman L., Thoren P. 5-HIAA in the cerebrospinal fluid. A
biochemical suicide predictor? Archives of General Psychiatry 33, 1193-
1197, 1976.

Baca-Garcia E, Oquendo MA, Saiz-Ruiz J, Mann JJ, de Leon J. A pilot study
on differences in aggression in New York City and Madrid, Spain and their
possible impact on suicidal behavior. Journal of Clinical Psychiatry
67(3):375-380, 2006.

Blair-West G.W., Cantor C.H., Mellsop G.W., Eyeson-Annan M.L. Lifetime
suicide risk in major depression: sex and age determinants. Journal of
Affective Disorder 55, 171-178, 1999.

Botega N.J. Suicidio e Tentativa de Suicidio. In: Beny Lafer, Osvaldo P.
Almeida, Renério Fraguas Jr., Euripedes C. Miguel (Org.) Depressdo no
Ciclo Vital , pag 157-165 Porto Alegre: ArtMed, 2000 .

Bottlender R., Jaeger M., Strauss A., Mdller HJ. Suicidality in bipolar
compared to unipolar depressed inpatients. European Archives of
Psychiatry - Clinical Neuroscience , 250:257-261, 2000.

Brent DA, Oquendo M, Birmaher B, Greenhill L, Kolko D, Stanley B, Zelazny J,
Brodsky B, Bridge J, Ellis S, Salazar JO, Mann JJ. Familial pathways to early-
onset suicide attempt: risk for suicidal behavior in offspring of mood-
disordered suicide attempters. Archives of General Psychiatry  59(9):801-7,
2002.

Brezo J., Paris J., Turecki G. Personality traits as correlates of suicidal
ideation, suicide attempts, and suicide completions: a systematic review. Acta
Psychiatrica Scandinava 113:180-206, 2006.



40

Carter TD, Mundo E, Parikh SV, Kennedy JL. Early age at onset as a risk
factor for poor outcome of bipolar disorder. Journal of Psychiatric Research
37:297-303, 2003.

Caspi A., Sugden K., Moffitt T.E., Taylor A., Craig I.W., Harrington H., McClay
J., Mill J., Martin J., Braithwaite A., Poulton R. Influence of Life Stress on
Depression: Moderation by a Polymorphism in the 5-HTT Gene. Science 301,
386-389, 2003.

Caspi A., Moffit T.E. Gene—environment interactions in psychiatry: joining
forces with neuroscience. Nature Review - Neuroscience 7, 583-590,2005.

De Luca V., Tharmalingan S., King N., Straus J., Bulgin N., Kennedy J.L.,
Association study of the serotonin transporter gene in bipolar disorder and
suicidal behavior, Psychopharmacology 1-4, 2006.

Frank E, Cyranowski JM, Rucci P, Shear MK, Fagiolini A, Thase ME, Cassano
GB, Grochocinski VJ, Kostelnik B, Kupfer DJ. Clinical Significance of lifetime
panic spectrum symptoms in the treatment of patients with bipolar | disorder.
Archives of General Psychiatry 59: 905-911, 2002.

Galfalvy H, Oquendo MA, Carballo JJ. Sher L, Grunebaum MF, Burke A,
Mann JJ. Clinical Predictors of suicidal acts after a major depression in bipolar
disorder: a prospective study. Bipolar Disorders Oct 8(5 Pt 2):586-595, 2006.

Grunebaum MF, Ramsay SR, Galfalvy HC, Ellis SP, Burke AK, Sher L, Printz
DJ, Kahn DA, Mann JJ, Oquendo MA. Correlates of suicide attempt history in
bipolar disorder: a stress-diathesis perspective. Bipolar Disorder Oct 8(5 Pt
2):551-557, 2006.

Hariri A.R. and Weinberger D.R. Functional neuroimaging of genetic variation
in serotnergic neurotransmition. Genes, Brain and Behavior 2, 341-349,
2003.

Harris C, Barraclough B. Suicide as an outcome for mental disorders. British
Journal of Psychiatry 170:205-228, 1997.

Heils A., Teufel A., Petri S., Stober G., Riederer P., Bengel D., Lesch P. Allelic
Variation of Human Serotonin Transporter Gene Expression. Journal of
Neurochemestry 66 (6) , 2621-2624, 1996.

Jamison K.R. Quando a noite cai — Entendendo o Suicidio . Rio de Janeiro:
Gryphus, 2002.

Lesch K.P., Balling U., Gross J., Strauss K., Wollosin B.L., Murphy, D.L.,
Riederer P. Organization of the human serotonin transporter gene. Journal of
Neural Transmission 95, 157-162, 1994.



41

Lin P.-Y and Tsai G. Association between serotonin transporter gene promoter
polymorphism and suicide: result of a meta-analysis. Biological Psychiatry
55, 1023-1030, 2004.

McGowan P.O., Sasaki A., D’Alessio A.C., Dymov, Labonté B., Szyf M.,
Turecki G., Meaney M.J. Epigenic regulation of the glucocorticoid receptor in
human brain associates with childhood abuse. Nature Neuroscience 12 (3):
342-348, 20009.

Malone K.M., Haas G.L., Sweeney J.A., Mann J.J. Major depression and the
risk of attempted suicide. Journal of Affective Disorder 34, 173-185, 1995.

Mann J.J. The neurobiology of suicide. Nature Medicine 4, 25-30, 1998.

Mann J.J., Oquendo M., Underwood M.D., Arango V. The Neurobiology of
Suicide Risk: A review for the Clinician. Journal of Clinical Psychiatry 60
(suppl 2), 7-11, 1999a.

Mann J.J., Waternaux C., Haas G.L., Malone K.M. Toward a clinical model of
suicidal behavior in psychiatric patients. American Journal of Psychiatry
156,181-189, 1999b.

Mann J.J., Brent D.A., Arango V. The Neurobiology and genetics of suicide
and attempted suicide: A focus on the serotonergic system.
Neuropsychopharmacology 24, 467-477, 2001.

Melhem NM, Brent DA, Ziegler M, lyengar S, Kolko D, Oquendo M, Birmaher
B, Burke A, Zelazny J, Stanley B, Mann JJ. Familial pathways to early-onset
suicidal behavior: familial and individual antecedents of suicidal behavior.
American Journal of Psychiatry  164(9):1364-70, 2007.

Mergen H., Demirel B., Akar T., Senol, E. Lack of association between the
serotonin transporter and tryptophan hidoxilase gene polymorphisms and
completed suicide. Psychiatric Genetics 16:53, 2006.

Moffitt TE, Caspi A, Rutter M. Strategy for investigating interactions between
measured genes and measured environments. Archives of General
Psychiatry May;62(5):473-81, 2005.

Munafo M.R. Clark T.G., Flint J. Assessing publication bias in genetic
association studies: evidence from a recent meta-analysis. Psychiatry
Research 129: 39-44, 2004.

Nakamura M., Ueno S., Sano A., Tanabe H. The human serotonin transporter
gene linked polymorphism (5-HTTLPR) shows ten novel allelic variants .
Molecular Psychiatry 5, 32-38, 2000.

Ono H., Shirakawa O., Nushida H., Ueno y. and Maeda K. Association
between Cathecol-O-Methiltransferase Functional Polymorphism and Male
Suicide Completers. Neuropsychopharmacology 29, 1374-1377, 2004.



42

Oquendo M.A., Waternaux C., Brodsky B., Parsons B. Haas G.L., Malone M.,
Mann J.J. Suicidal behavior in bipolar mood disorder: clinical characteristics of
attempters and nonattempters. Journal of Affective Disorders 59, 107-111,
2000.

Oquendo MA, Galfalvy H, Russo S, Ellis SP, Grunebaum MF, Burke A, Mann
JJ. Prospective study of clinical predictors of suicidal acts after a major
depressive episode in patients with major depressive disorder or bipolar
disorder. American Journal of Psychiatry  161(8): 1433-1441, 2004.

Oquendo M.A., Bongiovini-Garcia M.E., Galfalvy H., Goldberg P.H.,
Grunebaum M.F., Burke A.K., Mann J.J. Sex Differences in Clinical Predictors
of Suicidal Acts After Major depression: A Prospective Study. American
Journal of Psychiatry 164: 134-141, 2007.

Roy A. Family history of Suicide. Archives of General Psychiatry , 40, 971-
974, 1983.

Roy A., Nielsen D., Rylander G., Sarchiapone M. Segal N. Genetics of Suicide
in Depression. Journal of Clinical Psychiatry 60 (suppl 2), 12-17, 1999.

Roy A. Psychiatric Emergencies. In: Kaplan, H.l.; Sadock, B.J.
Comprehensive Textbook of Psychiatry , 7 ed. Philadelphia: Lippincott
Williams & Wilkins 2031- 2040, 2000.

Roy A. and Segal N. Suicidal Behavior in twins: a replication. Journal of
Affective Disorders 66, 71-74, 2001.

Segal J, Pujol C, Birck A, Manfro G, Leistner-Segal S. Association between
suicide attempts in south Brazilian depressed patients with the serotonin
transporter polymorphism. Psychiatry Research 143(2-3):289-91, 2006.

Sequeira, A; Mamdani, F; Lalovic, A; Anguelova, M; Lesage, A; Seguin, M;
Chawky, N; Desautels, A; Turecki, G. Alpha 2A adrenergic receptor gene and
suicide. Psychiatry Research 125, 87-93, 2004.

Stahl S.M. Psicofarmacologia — Base Neurocientifica e Aplicacd es
Praticas , 2% ed., Rio de Janeiro: MEDSI, 2002.

Sher L., Oguendo M.A. and Mann J.J. Risk of suicide in mood disorders.
Clinical Neuroscience Research 1, 337-344, 2001.

SIM (Sistema de Informacdo de Mortalidade) - Estatisticas de Saude:
mortalidade 2007 . Secretaria da Saude do Rio Grande do Sul. Vol. 32, 200p.
Porto Alegre, 2008.

Solomon A. O Dem6énio do Meio — Dia - Uma Anatomia da Depressdo . Rio
de Janeiro: Objetiva, 2002.



43

Tondo L., Baldessarini R. J., 2001. Suicide: An Overview. Available at:
http://psychiatry.medscape.com/Medscape/psychiatry/ClinicalMgmt/CM.v03/p
ublic/index-CM.v03.html

Turecki G. Suicidal behavior: is there a genetic predisposition? Bipolar
Disorders 3, 335-349, 2001.

Valtonen HM, Suominen K, Mantere O, Leppamaki S, Arvilommi P, Isometsa
ET. Prospective study of risk factors for attempted suicide among patients with
bipolar disorder. Bipolar Disorders Oct 8(5 Pt 2):576-585, 2006.

Van Heeringen K. The Neurobiology of Suicide and Suicidality. Canadian
Journal of Psychiatry 48, 292-300, 2003.

Wasserman D. Suicide: An Unnecessary Death. London: Martin Dunitz, 2001

Wender P., Rosenthal D., Shulsinger F., Ortmann J., Lunde I.L. Psychiatric
disorders in the biological and adoptive families of adopted individuals with
affective disorder. Archives of General Psychiatry 43, 923-926, 1986.

Werlang B.G, Botega N.J. Comportamento Suicida. Porto Alegre: ArtMed,
2004.

World Health Organization, WHO. Figures and facts about suicide. = Geneva,
1999.

Young MA, Fogg LF, Scheftner WA, Fawcett JA. Interactions of risk factors in
predicting suicide. American Journal of Psychiatry , 151:434-435, 1994.

Zalsman G., Huang Y-Y., Oquendo M.A., Burke A.K., Hu X-z., Brent D.A., Ellis
S.P., Goldman D., Mann J.J. Association of a triallelic serotonin transporter
gene promoter region (5-HTTLPR) polymorphism with stressful life events
and severity of depression. American Journal of Psychiatry = 163, 1588-1593,
2006.



44

12. Artigos

12.1 Artigo 1

Novel allelic variants in the human serotonin trans porter gene linked
polymorphism (5-HTTLPR) among depressed patients wi  th suicide attempt.
Publicado no periddico Neuroscience Letters 451 (2009) 79-82

12.2 Artigo 2

No Association between COMT Vall58Met Polymorphism and suicide
attempts in Caucasian depressed patients.
Submetido para publicacdo no periédico Psychiatric Genetics




45

Meuroscience Letters 451 (2008) 70-82

Contents lists available at Sciencelirect

Neuroscience Letters

journal homepage: www.alsevier.com/locate/neulet

Novel allelic variants in the human serotonin transporter gene linked
polymorphism (5-HTTLPR) among depressed patients with suicide attempt

Jair Segal b, Laila Cigana Schenkel©, Marcela Herbstrith de Oliveira®, Giovanni Abrahao Salum?,
Claiton Henrigue Dotto Baue, Gisele Gus Manfroad, Sandra Leistner-Segal =

¢ ntversilode Fadera do Rio Grande do S (UFRGS), Post-Graduste Srogram in Medics Sclences: Psycidatry, Bromf

b Hespiol de Provto Socorma de Porfo Afegre, Sl

* Hospital de Qinices de Porto Alegre (HOPAL, Medical Genetlcs Sarvice, Ruo Ramiro Bocelos, 2350, CEP 90035-003, Porfo Alegre, RS, Braz
dHaspitn de Clions de Forto Alegre, Aniety Ddsorder Progrim, Bzl

* tntversid o e Federn do Rio Grande do Sui {IFRGS), Gemetics and Moleciin Blotagy Departament, Sranf

ARTICLE ITNFO ABSTRACT

Article histary:

Received 17 September 2008

Received in mevised form 7 Movember 2008
Accepted & December 2008

Apolymorphism in the serotonin transporter gene { 5-HT TLPR) is being extensively studied for association
with suicidal behavior. A new allelic variant within the S-HTTLPR polymorphism was d escribed but it has
not been thoroughly analyzed in the recent literature, The SMP functional analysis demonstrated that
the A wariant of the L allele [L, ) produces high levels of mRMA and that the G variant (L) is equivalent
to the 5 allele, Dur aims were to compare the frequency of SHTTLPR alleles in 94 depressed patients

xﬂ“"-"d-‘ who attemptexd suicide compared o 94 controls free of psychiatric disorder, including the embecdd ed
iy SNP 125531, Using the biallelic classification, our sample contained 62 (33%) LL, 76 (40.4%) LS, and 50

Serotonin transporter linked promoter (26,6755 individuals. Using the functional classification system, our sample contained 43 (22,58 L1, 84
region (44 TEILS, and 561 (32.4%) 55" individual s, with no significant differences betwieen casesand controls in
suiciclal be haviar genotypic tests in either biallelic [ g7 = 2.543; df=2; p=0.280) and functional models (7 =2.995; df=2;
suicidality p=0,228% The minor allele frequency ( MAF) - the 5 allele - did not show any distributional difference
Triallelic functional polymorphism between cases and controls using biallelic classification system 0.51 va 043, (OR= 1.41; C195% D94 to
2.12; p=0121), Also the 5 allele of the functional classification system did not show any distributional
difference between the two groups 0,59, vs. 051 (OR= 135; C195% 0.90 to 2.03; p=0.178). This stuchy
provided the possibility of a re-analysis of novell S-HTTLPR functional varants identified within L allele
that alters its mRMA production and thus changes its functionality, We could not find any association
bepween both biallelic and funcrional 5-HTTLPR in depressed patients with suicicde attempt, being the
small sample size an important limitation for these results. In conclusion, we can suggest that despibe
the several studies in thigissue, the exact effect and role of 5-HTTLPR in genetics of suicide is still unclear

and should be better investigated for Future studies.
£ 2009 Elsevier Ireland Lid. All rights resened.

Suicide has become a serious public health problem and is among
the most frequent causes of death worldwide, According to the
World Health Organization [21] the annual incidence of suicide is
estimated in 16 deaths to each 100,000 individuals in the general
population. Suicide rates in Brazil are below the average describedd
in internaticnal literature, nevertheless, in the southern region
these rates are more than bwo times higher than the ones describerd
to the country (9.88 suicicles 100,000 inhabitants per year). [15].
Additionally, it is estimated that the frequency of suicide attempts is
1040 times higher than the number of completed suicides [5] and
there is astrong association between this suicice behavior and psy-
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E-mimf oddress: ssegal@hcpa.ufigs bris. Leisiner-Segal )
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chiatric disordersincluding a tfective disorders as Major De pression
[13,1].

Since the publications Iy Asberg et al. [3] in the seventies, sev-
eral binchemical studies have demonstrated an association among
the low serctonergic activity and ageressiveness, impulsivity, and
suicide behavior. There are evidences that the serctonergic system
is in part under genetic contmol [13], thus the risk of suicide and
aggressive behavior, alcoholisim and substance abuse could have a
genetic predisposition mediated by this neumtransmitter system
| 13]. The serctomin transporter gene (5-HTT) codes for an intezral
membrane protein which hasa role in the reuptake of this neuro-
transmitter in the synaptic cleft. A 44 base pairs inse rtion/deletion
polymorphisminthe promoter region ofthisgene (5-HITLPR], orig-
inates two alleles {1 - long and s - shorth The "L" allele has been
associated with a bwo- to three-fold more efficient transcription of
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the gene, compared o the "5 allele, which would be less active
resulting in a reduced serotonin uptalke [7,8].

In the last 10 years more than 300 publications have exten-
sively analyzed the possible association of this polymorphism in
several psychiatry disorders. Despite the many discrepant results
there is still an ongoing interest on genetic variants of 5-HTT as
possible indicator for suicidality. Three systematic reviews with
meta-analyses were carried out in order to figure out the impor-
tance of the 5-HTTLPR in suicidal behavior. Anguelova et al. [2]
found evidence forasignificant association of the Sallele with suici-
dalbehavior Linand Tsai [11] have performed three joint analyses,
in a single study, comparing the 5-HTTLPR between suicidal sub-
jects and controls, between suicide attempters and non-attempters
of the same psychiatric diagnoses and finally between violent or
non-viclent suicidal subjects compared to normal controls. They
found that individuals with at least one 5 allele were more fre-
quent among suicide attempters and violent suicidal subjects.
Furthermore a more recent meta-analysis, [10] found a signifi-
cant association between 5-HTTLPR polymorphism and suicidal
behavior and supports the involvement of the brain 5-HTT in the
pathogenesis of suicidal behavior,

Although studies analyzed a biallelic polymaorphism, [24]
described new allelic variants within the 5-HTTLPR polymorphism
which generate a multiallelic functioning in the upstream rezula-
tory region of the gene, different to what was previously described.
The SNI* functional analysisdemonstrated thatthe Avariant ofthe L
dllele (Lg ) produces high levels of mENAand that the Gvariant (Lg)
is equivalent to the Sallele. The same SN can be used to subdivide
the Sallele in Sy and 5z,

Based on these observations, ouraims were to compare the fre-
quency of 5-HTTLPR alleles in depressed patients who attempted
sticide compared to a control group free of psychiatric disorder,
accounting forthe new allelic wariants resultant from the &/ G SHP
(rs2553 1 that alvers mRNA production.

This is a case—control candidate gene study. Subjects were cau-
tiously paired (1: 1) for sex and age (maximun acceptable difference
of 5 yearsl Cases were patients with major depressive disorder
(MDD who sought medical care and were admitted to Fmergency
Hospital of Porto Alegre (Hospital de Pronto Socorro — HPS) due
o serious suicide attempt and were interviewed face to face by
4 senior psychiatrist. The control group was a convenience sam-
ple comprising employees of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
{HCPA] who did not meet criteria for Axis | psychiatric disorders
recruited between June 2006 and April 2007, The inclusion criteria
were as follows: (17 MDD with serious suicide attempt for cases and
absence of psychiatric disorder for controls ; (2) at least 18 years old;

{31 European-Brazilian ethnicity; to avoid possible interferences of

ethnic differences in our results we included Furopean-Brazilian
cases and contrmols using skin color and morphological character-
istics as predictors of Caucasian ethnicity [23]. This study was
conducted in accordance with the Declaration of Helsinld. Blood
was collected from both patients and control groups for DNA extrac-
tion after informed consent and Institutional review board ap proval
was obtained from the ethics committee of HCPA (numbers 04-272
and 05-613 ).

Casesand controlswere evaluated by a psychiatric interview and
the Mini International Meuropsychiatric Interview (MINI - Brazil-
ian version [18]. A semi-structured interview was used (o access
sociodemographic data and clinical history and the Beck's Suicidal
Intention Scale (5153 including 15 items, each scored 0-2 [4] was
applied by the psychiatrist during the patients’ interviews.

GCenomic DNA was extracted from Sml of peripheral blood,
according to the salt precipitation method | 14]. Blood from patients
and controls were collected and kept in the refrigerator until

DMA extraction. Agarose gel electrophoresis and measurement of

concentration by spectrophotometer were used for DNA quality

contral. All samples were adequate for analysis as evaluated by the
PCR and digestion results.

The promoter region of the 5-HTT gene containing the biallelic
polymorphism was am plified using the primers described by [7].
The amplified product was digested with Mspl restriction enzyme
(Mew England Biclabs) which allows for the detection of the A/G
(15255317 SMP present either in the & or L allele identifying the
multiallelic polymorphism (La, Lz, 54 and 5g variants). The diges-
tion products were visualized by 3% agarose gel electrophoresis
stained with ethidium bromide under UV light. In order o eval-
uate genotyping accuracy, all samples were double-checked, and
no conflicting results were found in a sample of 94 patients, with
100% of concordance.

Sooresdre presented as mean and standard deviation (S0, count
and percentage (X1 Subjects were genotyped with the biallelic (S
and L alleles) and the triallelic {5, L, and Ly alleles) classifica-
tion afthe same polymorphism. Kolmogorow-5Smirnoy test assessed
normal distribution and Levene's te st assessed homogeneity of vari-
Ances.

Exploring data analysis was made as follows: (a) biallelic 5-
HTTLPR (55, S/L and L/L); (b) a novel functional classification,
accounting for the A/G SNP that alters the 5-HTTLPR mRMNA produc-
tion: 5/5,5/Lg and Lg/Lg were considered low expression genotypes
(557 5/ Ls and LaLg were considered intermediate expression
genotypes (L'S'); and I Ly was considered high expression geno-
types (L'L" Allelic and genotypic tests were performed, using Fisher
exact test. The classic analysis of the carriers and non-carriers of
the low expression allele (5, S or L) was also done. Addition-
ally, we perform an exploratory analysis throug h stratified analysis
using the following variables: presencelabsence of comorbidities;
use/non-use of alcohol during the suicide attempt and violent) non-
violent suicicle attempt. One-way ANOVAs were used to compare
the 515 scores between the different groups of patients according
to genoty pe in the two classifications,

Tests for deviation from Hardy—Weinberg equil ibriom were con-
ducted with the x* test for goodness of [t Statistical analysis
was performed using the Statistical Package for the Social Sciences
(5PS5) version 14.0 (5PSS for Windows 14.0, 5PSS, Chicago, L, USA)
and Programs for Epidemiologists PEPI version 4.0 for DOS, The
level of significance used was a=0.05, Regarding allelic test of the
primary analysis, an estimated power of 806 and a major allele
frequency of 53 are able to detect odds ratio higher than 1.8,

Out of 146 patients recruited, 10 denied participating of the
study, two met exclusion criteria, 34 did not met inclusion cri-
teria and six were excluded due o inadequate DNA for analysis,
resulting in a studied sample of 94 patients. Out of 151 controls
recruited, 30 denied participating in the study, 25 were excluded
due to a psychiatric disorder and two were excluded due to inade-
fuate DMA sample, resulting in 94 individuals. The most common
reasons for refusing to participate among employees were the
length ofthe scales and the lack oftime to fll in the questionnaires
adecuately.

The final sample was composed by 188 individuoals. OF those,
108 (57 4%) were women, with a mean age of 358+ 10.4 with no
differences between cases and controls (358 £ 1004 vs, 359 + 10,4,
respectively; t=—0044, p=0965]. Suicide attempts were classi-
fied as violent (= 48; 51.1%) or non-violent (46; 48.9%7. Injuries by
burns(n=10; 10.6%), poisoning by chemicals (n=10; 106X}, gunfire
(n=7:74%), piercing ohjects (n=06; 6.4%), fall from heights (n=5;
5.3%), cutting (n=4; 4.3%), hanging {n=3; 3.2%7, and car crashes
(=3 3.2%) were considerad violent attempts, while non-violent
attempts were due to drug intoxications (n=46; 48.9%), Rezand-
ing comorbidity 23 (24.5%] met criteria for alcohol dependence,
10 (10,625 for alcohol and drag dependence; and 1 (1L1%] for drug
dependence only. Thirty-four patients {36.2%) have used alcohol
during the suicide attempt. The majority of the cases{n=53; 56.4%)
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have animpulsive suicidal ideation, 33 {35.1%) a persistent suicidal
ideation and 3 (8%) a manipulative suicidal ideation.

Using the biallelic classification, our sample contained G2 {33%)
LL, 76 (40,4%) LS, and 50 (26,6%] 55 individuals. Using the func-
tional classification systemm, our sample contained 43 (22,527 1L,
B4 (4470 LS and 61 (324%) 5'5" individuals, with no signifi-
cant differences between cases and contmols in genotypic tests in
either biallelic {x*=2.543; df=2; p=0.2801 and functional models
(x?=2995; df=2; p=0.228) The minor allele frequency (MAF)
the 5 allele — did not show any distributional difference between
cases and controls using biallelic classification system 0.51 vs, 0.43,
[OR=141; CI95% 0894 to 2.12; p=0.1211 Also the 5 allele of the
functional classification system did not show any distributional dif-
ference between the two groups 0.59. vs 051 (OR=1.35; C195%0.90
to 203; p=0178)

There were no differences between 515 scores between geno-
typesin biallelic {F=0.012; df=2; p=0988] and triallelic (F=0.388;
df=2; p=0.679] forms. Additionally, tests with genoty pes, domi-
nant andrecessive models as well as exploratory analysisstratifying
for presence/ absence of comorbidities; use/ non-use of alcohol dur-
ing the suicide attemnpt and violent/non-viclent suicide attempt
failed to find any significant association at a 0.05 level of signifi-
cance (dlata not shown, available upon request ). We did not perform
any type of correction for multiple comparisons since there were
no statistically significant fncdings.

This study provided the possibility of a re-analysis of novell
5-HTTLPRE functional variants identified within L allele that alters
its mRMA production and thus changes its functionality. We could
not find any association between either biallelic and functional 5-
HTTLPR and suicide attempt. Exploratory data analysis, rezanding
genotypes, dominant and recessive models as well as exploratory
analysis of presence (absence ofcomaorbidities, use/non-useof alco-
hal during the suicide attempt and violent/non-viclent suicide
attem pt also failed to find any significant association.

Three meta-analyses [2,11,10] results have shown a positive
genetic association between the short (s) form of the SHTT allele
and suicidal behavior using the biallelic model, regarding this,
wly our study were not able to observe this association? We can
cbserve that the OR encountered in this systematic reviews are
very small and therefore it is unlikely that a study with a small
sample size would find a positive association regarding the lack
of statistical power. However, it should be noted that none of the
studies included on these meta-analysis have examined this ques-
tion in light of the functional embedded A'G SNP. What changes
a functional polymorphism could produce in the real effect of the
5-HTTLPR on suicide attermpt?

De Lucaet al. | 6] demonstrated that the frequency of the G allele
was too rare in Caucasians to procuce a significant effect {<1%)
in their huge sample of violent suicide attermpters with bipolar
disorder. On the other hand Zalsman et al. [22] found the allelic
frequency of Lg to be 0.089-0.14 in Caucasians and 0.24 in African-
Americans. Our results showed that among L alleles the frequency
of Lg allele was substantial (0,157 and exactly 30 subjects were
classified differently from the biallelic to the functional model
regarding the functicnal SMP. Therefore, specially for a gene with
a small expected effect, any subject allocated in a group that not
consider the mRNA production (biallelic), could biased the joint
result ofa combined analysis. Considering this, we think future sys-
tematic reviews should better investigate, if any, the effect size of
the association between this polymorphism and suicide in light of
the novel functional variants. Additionally, we should discuss the
clinical implications of these small effect sizes.

In addition to the substantial changes on the interpretation of
the data, we should note that we also did not find any positive result
with the biallelic model. Beyond lack of statistical power, the sam-
ple characteristics should also be talen into consideration inorder

to explain our results that are not in accordance to the literature,
Oursampleis restricted tode pressed patients diagnosed by DSM-IV
criteria, to patients admitted to an emergency hospital due to seri-
ous suicide attempt, to Caucasian population and did not include
suicide completers. 5o this homogeneous population might differ
from samples included in meta-analysis that grouped several ty pes
of phenotypes within the same analysis. Considering this, the asso-
ciation between the 5-HTTLPR and suicide may be due to the other
phenctypes included in the broader phenotype definition.

This study was the first to evaluate this nowel allelic variant
in the human serotonin transporter gene linked polymorphism in
depressed suicide attempters and also the first one o investigate
it in Brazilian population. In the southern region of Brazil, we have
the highest mortality coefficient of all Brazilian regions and also
the lowest rate of ad mixture due to the influences received by Por-
tuguese, ltalians, Germans and Spanish descendants. Additionally,
wie should note that suicide behavior is a very complex pheno-
type, ranging from completed suicide to attempted suicicde and
the experiencing of suicide ideation cccurring in individuals with
different psychiatric diagnosis. It is already known that intermedi-
ate phenotypes are more likely to be determined by the genome
than structured diagnoses interview [19], therefore the possibil-
ity of epiphenomenon should also be considerad in the study of
genetics of suicide in depressive patients.

In conclusion we can suggest that despite the several studies
performed in this issue, the exact effect and role of 5-HTTLFR in
genetics of suicide is still unclear and should be better investigated
for future studies. The small sample size could e an important
limitation to this stucy. Larger studies are nece ssary, i nvestigating
the functional variants of this 44 pb insertion/deletion and with
refinement in nosology in order to search for more heritable traits
of depression and suicide.
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Abstract

Suicidal behavior is partially determined by genetic factors, supporting a
search for related genes. Several lines of evidence suggest that genes may
predispose to suicide by modulating impulsive and impulsive-aggressive behaviors.
One candidate gene in the study of suicidal behavior is the gene encoding the
enzyme catechol-o-methyl-transferase (COMT) which is a major catabolic enzyme for
catecholamine neurotransmitters in the brain. Catecholaminergic neurotransmission
has been suggested to be involved in suicidal behavior, because bidirectional
alterations of both dopamine and norepinephrine levels are evidenced to increase
aggressive behavior. There are few genetic association studies with this
polymorphism with either suicidal behavior or non-psychotic clinical populations. The
aim of the present study was to investigate whether the COMT Vall58Met
polymorphism was associated with depressed patients with suicide attempts. The
sample was composed by 88 European Brazilian Caucasian patients with a suicide
attempt paired 1:1 by sex and age with healthy controls, The minor allele frequency
(MAF) in the whole sample was A=0.43, with no significant deviation from Hardy
Weinberg Equilibrium (x2=2.079, df=1, p=0.149) in control sample. There were no
differences for the MAF between cases and controls, 0.39 vs. 0.46 (OR=0.76; CI95%
0.50 to 1.16; x?vaes=1.406, df=1, p=0.236) respectively. Also regarding the genotypic
test there were no differences between frequency of genotypes in cases
[AA=21(23.9%), AG=27(30.7%), GG=40(45.5%)] and controls [AA=22(25%),
AG=37(42%), GG=29(33%)] (x>=3.339, df=2, p=0.188). In conclusion, this is the first
study investigating COMT Vall158Met and suicide in European-Brazilian patients and
we were not able to find any association. This association is controversial, observed
only in some studies but not replicated in others. Therefore, larger studies are

needed to better investigate this association.

Keywords: depression, genetics, catechol-o-methyl-transferase, suicidal behavior,

suicidality, COMT functional polymorphism.



51

Abbreviations:

A allele: low activity allele of catechol-o-methyl-transferase Polymorphism

AA (Met/Met): Methionine homozygous genotype of COMT Polymorphism

AG (Val/Met): Valine-to-Methionine heterozygous genotype of COMT Polymorphism
COMT: enzyme catechol-o-methyl-transferase

COMT Vall58Met: valine-to-methionine substitution at codon 158 COMT
Polymorphism

ClI: Confidence Interval

DNA: Deoxyribonucleic Acid

G allele: high activity allele of COMT Polymorphism

G>A polymorphism: valine-to-methionine (Val/Met) substitution at codon 158
GG (Val/val): The Valine homozygous genotype of COMT Polymorphism
HCPA: Hospital de Clinicas de Porto Alegre

HPS: Hospital de Pronto Socorro de Porto Alegre

MAF: minor allele frequency

Met: methionine allele of COMT Polymorphism

Met/ Met: methionine homozygous genotype of COMT Polymorphism

MDD: Major Depressive Disorder

MINI: Mini Intervention Neuropsychiatry Interview

OR: Odds Ratio

PCR: Polymerase Chain Reaction

SIS: Suicide Intent Scale

SNP: Single Nucleotide Polymorphism

Val: valine allele of COMT Polymorphism

Val/Met: valine-to-methionine heterozygous genotype of COMT Polymorphism
Val/Val: The Valine homozygous genotype of COMT Polymorphism

WHO: World Health Organization
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Introduction

Suicidal behavior represents one of the biggest public health concerns in the
contemporary world (Marusic, 2006). Although the epidemiological data vary from
country to country, suicide rates in Brazil are below average, estimated in 16 deaths
to each 100.000 individuals in the general population according to the World Health
Organization (WHO, 2000). Nevertheless, in the southern region of Brazil these rates
are more than two times higher than the ones described to the country (9.88
suicides/100.000 inhabitants per year) (MS/SVS, 2006).

Several arguments suggest that suicidal behavior is a disorder on its own,
although psychiatric disorders are major contributing factors and about 90% of
suicide attempters have a psychiatric diagnosis according to the Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorder. The majority of all suicides occur associated to
mood disorders and major depression is the most common psychiatric disturbance
related to suicide. (Mann, 1998; Bondy et al., 2006).

Suicidal behavior is partially determined by genetic factors, supporting a
search for related genes. Several lines of evidence suggest that genes may
predispose to suicide by modulating impulsive and impulsive-aggressive behaviors
(Turecki, 2001).0One candidate gene in the study of suicidal behavior is the gene
encoding the enzyme catechol-o-methyl-transferase (COMT) which is a major
catabolic enzyme for catecholamine neurotransmitters in the brain.
Catecholaminergic neurotransmission has been suggested to be involved in suicidal
behavior, because bidirectional alterations of both dopamine and norepinephrine
levels are evidenced to increase aggressive behavior. (Rujescu et al., 2003).

A common G>A polymorphism (rs165388) is present in exon 2 of the COMT
gene located on chromosome 22ql11.2. This mutation produces a valine-to-
methionine (Val/Met) substitution at codon 158 (COMT Val158Met) which results in a
trimodal distribution of COMT activity [AA (Met/Met), AG (Val/Met) and GG (Val/Val)]
in human populations. The Methionine allele of COMT (A allele) has been found to
be associated with low COMT activity. In fact, the Met/ Met genotype has shown a
three to fourfold decrease in COMT activity compared to the Val/Val genotype. The
Valine (Val) allele is also referred to as the high activity allele or the G allele.

The COMT Val/Met variant has been one of the most studied candidate

polymorphisms for psychoses and schizophrenia but the vast majority of case—
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control studies have failed to find evidence for this association (Craddock et al.,
2006). There are few genetic association studies with this polymorphism with either
suicidal behavior or non-psychotic clinical populations. The results of these studies
remain controversial. Russ et al. (2000) did not find any association regarding
genotype or allele frequencies and suicidal behavior among 51 patients with different
ethnic origin compared to 51 controls without formally screening for psychiatric
disorders. Nolan et al. (2000) described an increased frequency of the Met allele in
male schizophrenic and schizoaffective patients who had attempted suicide by
violent means. In an opposite direction, one study referred that aggressive behavior
in schizophrenic patients was related to the Val/Val genotype (Jones et al., 2001).
Another study reporting an association between suicide and the Met allele focused
on completed suicide on a Japanese population suggesting that the Val/Val genotype
could protect against suicide (Ono et al., 2004).

The aim of the present study was to verify the COMT genotype distributions
and allele frequencies in a southern European-Brazilian Caucasian sample and to
investigate whether the COMT Vall58Met polymorphism is associated with
depressed patients with suicide attempts regarding these controversial results in the

literature.

Material and Methods

This is a case-control study where subjects were cautiously paired (1:1) for
sex and age (maximum acceptable difference of 2 years). The case population
studied consisted of patients admitted to an Emergency Hospital of Porto Alegre
(Hospital de Pronto Socorro - HPS) due to serious suicide attempt and requiring
medical care either at the emergency ward or at the intensive care unit due to a life-
threatening condition and fulfill DSM-IV diagnostic criteria for Major Depressive
Disorder (MDD). The studied sample consisted of 88 patients out of 146 patients
recruited; 10 denied participating of the study, 36 did not met inclusion criteria and 12
were excluded due to inadequate DNA quality for analysis.

The control group was a convenience sample comprising employees of
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) without psychiatric disorders, recruited
between June 2006 and April 2007. Out of 151 employees recruited, 30 denied
participating in the study, 25 were excluded due to a psychiatric disorder and 8 were

excluded due to inadequate DNA sample, resulting in 88 individuals. The most
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common reasons for refusing to participate among employees were the length of the
scales and the lack of time to fill in the questionnaires adequately.

Inclusion criteria includes: (1) at least eighteen years old and (2) European-
Brazilian ethnicity, which was evaluated through skin color and morphological
characteristics. According to some studies of southern Brazilian people, skin color
and morphological characteristics are good predictors of Caucasian ethnicity
(Salzano and Bortolini, 2002). Cases and controls were evaluated by a Psychiatric
Interview and the Mini International Neuropsychiatry Interview (MINI) - Brazilian
version (Sheehan et al.,, 1998). A semi-structured interview was used to access
sociodemographic data and clinical history. The Beck’s Suicidal Intention Scale (SIS)
was used for the patients interviewed by the psychiatrist, including 15 items, each
scored O to 2 (Beck et al., 1974)

Blood was collected from both control and patients groups for DNA extraction
after informed consent. This study was conducted in accordance with the Declaration
of Helsinki. Institutional review board approval was obtained from the ethics
committee of HCPA (Numbers 04-272 and 05-613).

DNA Analysis

Genomic DNA was extracted from 4 ml of peripheral blood, according to the
salt precipitation method (Miller et al., 1988). The region of the COMT gene
containing the Val/Met polymorphism was amplified using the primers described by
Rotondo et al. (2002).

COMT genotypes were determined by restriction fragment length
polymorphism (RFLP) analysis using Nlalll restriction enzyme according to the
manufacturer’s instructions (New England Biolabs). The digestion products were
subjected to electrophoresis on a 3% agarose gel stained with ethidium bromide
under UV light, allowing the observation of a 114 bp fragment characteristic of the
GTG (valine) codon 158 allele and/or a 96 bp fragment characteristic of the ATG
(methionine). In order to evaluate genotyping accuracy, all samples were double-
checked, and no conflicting results were found in a sample of 88 patients, with 100%
of concordance. The genotype results are shown as: AA (Met/Met), AG (Val/Met) and
GG (Vval/val).
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Statistical Analysis

Data are presented as mean + standard deviation, count and percentage (%).
Allelic and genotypic tests were performed, using Chi-square test with and without
continuity Yates correction respectively. Additionally, we perform an exploratory
analysis through stratified analysis using the following variables: presence/absence
of comorbidities; use/non-use of alcohol during the suicide attempt and violent/non-
violent suicide attempt using the same tests described above. One-way ANOVAs
were used to compare the SIS scores between the different groups of patients
according to genotype in the two classifications.

Tests for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium were conducted with the
X test for goodness of fit. Statistical analysis was performed using the Statistical
Package for the Social Sciences (SPSS) version 14.0 (SPSS for Windows 14.0,
SPSS, Chicago, IL, USA) and Programs for Epidemiologists PEPI v. 4.0 for DOS.
The level of significance used was a=0.05. Regarding allelic test of the primary
analysis, an estimated power of 80% and a minor allele frequency of .0.43 we are

able to detect odds ratio higher than 2.5.

Results

The final sample was composed by 88 cases paired to 88 controls, 112
(63.6%) were women, with a mean age of 35.4+10.45 with no differences between
cases and controls (35.1+10.74 vs. 35.7+10.2, respectively; t=0.345, p=0.730). There
were no significant differences between cases and controls regarding marital status,

employment status and educational level (p>0.05; data not show).

Suicide attempts were classified as violent (n=40; 45.5%) or non-violent (48;
54.5%). Injuries by burns (n=9; 10.2%), poisoning by chemicals (n=8; 9.1%), gunfire
(n=6; 6.8%), piercing objects (n=6; 6.8%), fall from heights (n=3; 3.4%), cutting (n=5;
5.7%), hanging (n=3; 3.4%), and car crashes (n=2; 2.3%) were considered violent
attempts, while non-violent attempts were due to drug intoxications (n=48; 54.5%).
Regarding comorbidity 19 (21.6%) met criteria for alcohol dependence, 7 (8%) for
alcohol and drug dependence; and 1 (1.1%) for drug dependence only. Twenty-
seven patients (30.7%) have used alcohol during the suicide attempt. The mean of
SIS was 15.6+4.79.
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The minor allele frequency (MAF) of the COMT in the whole sample was
A=0.43, with no significant deviation from Hardy Weinberg Equilibrium (x2=2.079,
df=1, p=0.149) in control sample. There were no differences between the MAF
between cases and controls: 0.39 vs. 0.46 (OR=0.76; CI95% 0.50 to 1.16;
X2vaes=1.406, df=1, p=0.236) respectively. Also regarding the genotypic test there
were no differences between frequency of genotypes in cases [AA=21(23.9%),
AG=27(30.7%), GG=40(45.5%)] and controls [AA=22(25%), AG=37(42%),
GG=29(33%)] (x3=3.339, df=2, p=0.188).

There were no differences between SIS scores between the three genotypes
(F=0.975; df=2; p=0.381). Additionally, tests with genotypes, dominant and recessive
models as well as exploratory analysis stratifying for presence/absence of
comorbidities; use/non-use of alcohol during the suicide attempt and violent/non-
violent suicide attempt failed to find any significant association at a 0.05 level of
significance (data not shown, available upon request). We did not perform any type
of correction for multiple comparisons since there were no statistically significant

results.

Discussion

We were not able to shown an association between the studied polymorphism
and suicide attempt in depressed patients. Our results on violent and nonviolent
suicide attempters with major depressive disorder are consistent with the results of
several studies even with different psychiatric phenotypes. (Russ et al., 2000; Liou et
al., 2001; De Luca et al., 2005 and Zalsman et al., 2008).

Some authors tried to associate personality traits as aggression and anger-
related traits (Rujescu et al., 2003; Baud et al., 2007) with the COMT polymorphism
but none of them are conclusive and there were conflictive results. Rujescu et
al.(2003) did not find any differences in allele/genotype frequencies between suicide
attempters and controls but they suggested that the COMT low-activity homozygotes
(Met/Met) were over-represented in violent suicide attempters, indicating that the
functional COMT polymorphism may modify the phenotype of suicidal behavior rather
than being involved in the genetic susceptibility to suicidal behavior itself. In contrast,
Baud et al. (2007) found different allele and genotype distributions between patients

and controls. The females’ suicide attempters have a significant higher frequency of
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the Val/Val (high activity) genotype associated with greater trait anger and risk of
suicide attempt, particularly violent suicide attempt, while the same effect was not
observed in males. These results were in opposition to Nolan et al. (2000) who found
the Met (A) allele to be more frequent in male schizophrenic and schizoaffective
patients who had made violent suicide attempts and differs from Ono et al. (2004)
who found the absence of the high activity phenotype in male suicides. The
personality traits as an endophenotype for molecular genetic investigation can be a
strategy for parsing complex biological systems but there are some difficulties to
measure and quantify the myriad ways it can express (Savitz et al., 2006). In this way
these studies remain controversial and do not offer clear evidence about the
association of COMT polymorphism in suicidal behavior.

One metaanalises (Kia-Keating et al., 2007) suggested an association
between COMT alleles and suicidal behavior (OR=1.25, 95% CI(1.01-1.56), z=2.03,
P=0.04) but there were some important limitations like possible sampling and
ethnicity bias and different kind of outcomes such as suicide risk, suicide attempters
and completed suicide were included in this analysis.

Our study has some limitations. First, we have to consider that with this
sample size we are able to show only a major role of this gene in suicide attempt in
depressed patients, since only OR higher than 2.5 could be detected. Second,
analysis is restricted to European-Brazilian sample. However, in spite of our small
sample size of depressed suicide attempters, we are in accordance with the results
of some studies like Zalsman et al. (2008). In our study we did not observe any
allele/genotype differences with respect to lethality of suicide attempts or violence of
method of attempt and any kind of difference about gender /sex difference in violence

of method of attempt.

Conclusion

In conclusion, the results of the present study showed that the COMT
Vall58Met polymorphism did not play a major role in the genetics of suicide attempt
among European-Brazilian depressed patients. Larger studies are necessary,
investigating this functional polymorphism in order to demonstrate and try to
characterize a clear association between genetic variation at COMT and suicide

attempt.
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9. Concluséao

O comportamento suicida tem sido foco de atencdo de pesquisadores ao
redor do mundo pela sua alta frequiéncia. A nossa disposi¢cao em investigar as novas
variantes polimorficas do gene 5-HTTLPR baseou-se na possibilidade de se analisar
a participacao deste polimorfismo em uma dimenséo especifica do comportamento
suicida, no caso as tentativas de suicidio em pacientes deprimidos. Mas nossa
decisdo em analisar o referido polimorfismo ocorreu, principalmente, em funcao de
recentes descobertas do funcionamento multialélico. A enorme quantidade de
trabalhos que analisaram a forma bialélica comparada aos poucos estudos feitos até
entdo na forma multialélica serviram de motivacdo para explorar mais este
polimorfismo. Vieses de publicacdo envolvendo estudos genéticos de associacao,
incluindo metandlises, podem ser freqientes principalmente pelo fato de estudos
com achados negativos deixarem de ser publicados aumentando artificialmente a
aparente magnitude de efeito desses achados (Munafo et al., 2004). Mesmo que
nossos achados tenham sido negativos, sabemos que nossas limitagdes residem no
tamanho amostral, reduzido pelo pareamento que retirou da amostra também todos
pacientes de origem ndo-caucasiana. Mas os diversos trabalhos com o polimorfismo
5-HTTLPR na forma bialélica com associacdo positiva mostram de forma inequivoca
a importancia de se investigar tal polimorfismo no comportamento suicida, em

especial nas tentativas de suicidio.

Da mesma forma o estudo com o polimorfismo COMT Vall58Met descrito no
artigo 2 seguiu a nossa hipotese que considerava a possibilidade de haver uma
alteracdo na via serotoninérgica nos pacientes que tentaram o suicidio em funcao

da alteracdo na disponibilidade de serotonina na fenda sinaptica fruto da maior ou
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menor destruicdo das monoaminas pelas enzimas Catecol-orto-metiltransferase e

também Monoamino Oxidase A.

No caso da COMT nossos achados referendam os dados da literatura
mundial principalmente aqueles com maior tamanho amostral e com maior
preocupacao na andlise de potenciais vieses. Ressaltamos que muitos artigos que
acharam uma associacdo positiva tentaram vincular tais alteracdes genéticas a
determinados tracos de personalidade. Este tipo de investigagdo vem sofrendo
alguns relevantes questionamentos. Ebstein (2006) questiona a priori quantos genes
sdo estimados na contribuicdo de fenotipos de comportamento tdo complexo como
a personalidade. Afirma que sob certas circunstancias poucos polimorfismos
genéticos (menos que o esperado) parecem contribuir para tal. Além disso, o
pequeno tamanho de efeito, a heranca poligénica, as influéncias ambientais e
principalmente as limitacdes de instrumentos auto aplicativos (self-report) torna
dificil que estudos utilizando um dnico instrumento ou paradigmas experimentais
possam melhorar a qualidade e a compreensdao de como 0s genes podem atuar
sobre aspectos ou tracos da personalidade. Dessa forma os atuais estudos
avaliando fenétipos especificos de temperamento e carater revelam valor em si,

mas também apresentam deficiéncias a serem superadas.

De Luca e colaboradores (2005) entre alguns outros autores ndo encontraram
associacao entre o polimorfismo da MAO A e comportamento suicida. Sabemos
que A MAO-A é a principal enzima de metabolizacdo da serotonina, adrenalina e
noradrenalina e também dopamina. A habilidade da MAO em catabolisar
neurotransmissores faz desta enzima importante candidata ao estudo de doencas
neuroldgicas e psiquiatricas. Considerando que o gene da MAO-A esta localizado

no cromossomo X, a analise deve ser estratificada por sexo, ja que evidéncias
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demonstram diferencas na frequéncia entre homens e mulheres no comportamento
em estudo. Também de acordo com a funcionalidade e estudos moleculares
prévios, os alelos da MAO-A u-VNTR podem ser divididos em dois grupos, contendo
alta atividade e baixa atividade transcricional. Alelos curtos, 2R e 3R, apresentam
baixa atividade, enquanto que os alelos longos, 3.5R, 4R e 5R, alta atividade.
Gendtipos de baixa atividade apresentam os dois alelos curtos, genoétipos de alta
atividade apresentam os dois alelos longos, jA 0s genotipos intermediarios
correspondem a um alelo longo e um curto. A referida estratificacdo impossibilitou
uma adequada analise em nossa amostra, pois ao parearmos o estudo (sexo e
idade), 0 nosso tamanho amostral reduziu significativamente o poder deste estudo

(principalmente devido as diferencas marcantes entre género do total da amostra).

Da mesma forma a andlise do polimorfismo da Triptofano hidroxilase (TPH2)
na nossa amostra revelou uma distribuicéo alélica e genotipica sem diferencas entre
casos e controles sendo similar as frequéncias da populacdo em geral. Assim, foi
descartada a possibilidade de ser considerado um achado negativo e, portanto ndo

relevante para publicac&o.

Ainda que nossos estudos nao tenham encontrado associagdo entre 0s
diferentes polimorfismos das vias monoaminéricas, em especial a serotoninérgica,
com tentativa de suicidio em pacientes deprimidos, consideramos estes achados
pertinentes e alinhados as principais linhas de pesquisa mundiais principalmente
pelas limitagdes tecnoldgicas e de custeio que enfrentamos em nosso pais. E
evidente que se faz necessario um aprimoramento em nossa linha de pesquisa,
principalmente visando melhorar o tamanho amostral de casos e controles.

A compreensdao dos fatores genéticos que contribuem para a vulnerabilidade

ao comportamento suicida ainda esta longe de ser totalmente elucidada. Muitos
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polimorfismos genéticos ja evidenciaram sua participacao neste desfecho, mas com
um efeito muito modesto ou com resultados controversos ou inconclusivos. O estudo
das interacGes gene-ambiente, gene-gene-ambiente, a analise de familias, trios e de
haplétipos de suscetibilidade, aléem do estudo de outros polimorfismos e vias de
sinalizacdo de proteinas receptoras de enzimas podem ser uteis na melhor
compreensao dos fenbmenos que compdem o comportamento suicida podem ser
alternativas.

O aperfeicoamento técnico tem permitido avancos como o estudo da
Expressdo Génica Global no cérebro como uma perspectiva promissora. As
tecnologias de “microarray” oferecem a possibilidade de quantificar o nivel de
expressao de varios milhares ou mesmo de todos 0s genes encontrados no genoma
humano para o estudo da depressdo maior entre outros transtornos mentais, mas
ainda restrita aos paises desenvolvidos.

Outra abordagem promissora relaciona-se ao campo da epigenética. Sabe-se
qgue os individuos nascem com o material genético necessario para expressar todas
as proteinas do organismo. Mas ndo se pode esquecer a acao e a responsividade a
qual esta bagagem genética pode sofrer pela influéncia ambiental em aspectos
relacionados ao desenvolvimento do individuo e de doencas. Dessa maneira, 0
“epigenoma” serve como uma interface entre o ambiente dindmico e 0 genoma
estatico. Estudos envolvendo mecanismos genéticos via metilacdo podem influenciar
o funcionamento de genes atenuando ou silenciando sua expressdo. Ainda estamos
longe deste tipo de abordagem, mas as perspectivas futuras apontam nesta direcao
0 que podera servir para o desenvolvimento de ferramentas diagnosticas mais
apuradas, identificando melhor populagcbes em risco e o desenvolvimento de

programas e estratégias especificas para a prevencédo do comportamento suicida.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Informado

Projeto de Pesquisa : “Estudo dos hapldtipos de suscetibilidade ao

comportamento suicida em pacientes deprimidos que tentaram o suicidio”

Este projeto de pesquisa tem como objetivo estudar os pacientes que
procuraram atendimento no Hospital de Pronto Socorro devido a uma tentativa de
suicidio. Durante o atendimento se buscara obter informac8es sobre os possiveis
motivos e causas que possam ter levado a tentativa de suicidio e assim buscar o
tratamento adequado para cada situagédo. Os pacientes que buscam o HPS seréao
convidados a participar de um estudo sobre o suicidio que envolve a avaliagédo
genética. Essa avaliacdo sera feita a partir da coleta de 10 ml de sangue dos
pacientes que aceitarem participar deste projeto. A razao de se estudar o sangue
dos pacientes é que se sabe que hd uma possivel relacdo genética com condutas
autodestrutivas, incluindo o suicidio e a impulsividade. Assim através da analise
de sangue se investigara a presenca de um fator que pode estar relacionado com

o desenvolvimento da doenca depressiva e com o suicidio.

Risco e Desconforto

Os riscos associados a coleta de sangue sdo minimos, podendo ocorrer
manchas roxas e dor no local da coleta. O desconforto serd minimo, pois a coleta

sera realizada por profissional treinado e experiente.

Beneficios

O presente estudo ndo se propde a trazer beneficios diretos e imediatos
aos pacientes investigados. Mas o estudo pode contribuir para uma melhor
compreensao a respeito do suicidio, que no futuro, leve a uma melhor definicdo do
diagnéstico, do tratamento e do progndstico dos pacientes e ao desenvolvimento
de estratégias terapéuticas mais efetivas para esta situagao.
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Recusa ou Descontinuacdo da participacdo

Eu entendo que a participacdo neste estudo € voluntaria e que posso, a
gualquer momento, retirar meu consentimento e interromper minha participacao. A
recusa em participar ou a desisténcia ndo ocasionard nenhum prejuizo aos
cuidados médicos que estou recebendo nem esta condicionado a continuidade do
tratamento que recebo no Hospital de Pronto Socorro.

Pelo presente termo, declaro que fui informado, de forma clara e detalhada,
sobre o presente projeto de pesquisa, e que tive minhas dlvidas esclarecidas
por . Fui igualmente informado

sobre a garantia da manutencdo do anonimato, da privacidade das informacdes
gue forneci e também recebi respostas e esclarecimentos sobre todos os
procedimentos envolvidos nesta pesquisa. Declaro também que estou de pleno

acordo com a minha participag&o neste projeto.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responséavel

Responsabilidade do pesquisador

Eu expliquei a

0 objetivo deste estudo, os procedimentos requeridos e 0s possiveis riscos e
beneficios, usando o meu melhor conhecimento. Eu me comprometo a fornecer
uma copia desse formulario de consentimento ao participante ou responséavel e

cumprir com aquilo que foi informado ao paciente.

Nome e Assinatura do pesquisador ou associado

Porto Alegre, de de 200__.

Contato: Dr. Jair Segal, psiquiatra do HPS (Fone: 3  2897999).
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APENDICE B — Protocolo de Investigacdo para o Suici  dio (Elaborado por Jair Segal)

Dados Basicos da Identificagéo:

Prontuério:

DN: / / Idade:

Estado civil: solteiro () casado () separado () divorciado () vitvo ()
Religiao:

Local de trabalho: Trabalho informal: Desempregado:
Endereco:

Telefone:

Procedéncia: Meio urbano: () Meio Rural: ()

Grau de instrugéo/ escolaridade:

Local onde estuda:

Raca / Etnia: Branco () Negro () Mulato () Amarelo () Mestico ()
Responsavel ou conjuge:

Telefone e endereco da referéncia:

Numero de filhos: Idade dos filhos:

Status so6cio-econdmico: Renda média pessoal/familiar:
Estrutura social da familia: () Integrada () Desintegrada () Refeita

Dados da historia:
Método utilizado:

Neuroléptico: Nome genérico: Dose aproximada:

mg

Alcool:

Benzodiazepinicos

Opiaceos

Organofosforados

Outros:

Enforcamento:

Ferimento com arma branca:

Ferimento com arma de fogo:

Quedas de locais / acidentes de transito:

Ateamento de fogo/ sufocamento por gas ou combustiveis:

Ferimentos auto inflingidos (cortes com laminas):

Ideacdo: Persistente: () Tipo impulsiva: ( ) Tipo manipulativa: ( )

Fatores desencadeantes presentes:
Morte de familiar: ()
Briga e/ou Rompimento de relacionamento afetivo: ()
Perdas materiais: ()
Motivo ndo compreensivel () Qual:
Numero de tentativas anteriores:
Tipos de tentativas:
Letalidade das tentativas: Alta () Média () Baixa ()
Numero de internacdes psiquiatricas:
Uso ou abuso de substancias psicoativas: (comorbidades)
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Atual

Passado

Idade do inicio

Tempo
uso

de

Alcool:

Tabaco:

Estimulantes:

Benzodiazepinicos:

Antidepressivos:

Antipsicéticos:

Inalantes:

Canabis:

Procurou ajuda para algum tipo de problema emocional no Gltimo semestre:

Historia familiar de doenca mental

Doenca bipolar;

Esquizofrenia:

Drogadicéo:

Alcoolismo:

Transtornos de personalidade:

Outro:

Historia de internacgdes psiquiatricas na familia:
Local de atendimento:

Histdria de suicidio na familia:
Tipo de tentativa utilizada:

Escala de Intencdo Suicida (SIS - Suicide Intent Scale, Beck et al, 1974).

0 1 2
Alguém presente Alguém p/ perto Ninguém p/ perto
Cronometragem Intervencao provavel Intervencacendo Intervencao altamente
provavel improvavel

Precaucéo Sem precaugdes Precaucgdes passivag cPescativas
Auxilio Auxilio notificado Auxilio contactado néawmtificado
Atos finais (testam.| nenhum Pensar realizar
seguro)
Preparacao nenhuma minima extensiva
Bilhete Nenhum Imaginado/ rasgado presente
Comunicagao Nenhuma Equivocada inequivoca
Propdsito Manipular pessoas obtegrComponentes 0 e 2 escapar, cessar ou

atencao

resolver problemas

Expectativa de

morte é improvavel

Morte possivel

Morte certa

Fatalidade
Letalidade Achava ndo seria letal N&o tinha certeza > OU = ao que pensou
Seriedade N&o muito séria incerteza Tentativa séria

Atit.viver/morrer

N&o quis morrer

Componentes 0 e 2

Quis morrer

Socorro médico

morte improvavel

Incerteza se pader
evitada

certo da morte

Premeditacdo

Nenhum; impulsivo

considerado por 3 hs

considerado por +3 hs

Total
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Anexo 1 - Apresentacdo Parcial dos Resultados

| Seminario Nacional de Prevencéo do Suicidio, realizado em Porto Alegre,
2006; como debatedor da mesa “Experiéncia de acolhimento no
comportamento suicida”.

13" International Summer School in Behavioral Neurogenetics,
Floriandpolis, 2006; Poster “Association between suicide attempts in South
Brazilian depressed patients with the serotonin transporter polymorphism”.

Il Congresso da Associacdo de Suicidologia da América Latina e Caribe,
Belo Horizonte, 2007; como palestrante do trabalho “Association between
suicide attempts in South Brazilian depressed patients with the serotonin
transporter polymorphism (HTTLPR) e Tryptophan hydroxilase gene
(TPH1)".

Il Congresso da Associacdo de Suicidologia da América Latina e Caribe,

Belo Horizonte, 2007; Prémio de melhor Poster “N251K polymorphism in the

axg-adrenoceptor gene and suicide attempt”.

Il Congresso da Associagdo de Suicidologia da América Latina e Caribe,
Belo Horizonte, 2007; Pdster “Association of the Tryptophan hydroxilase

A218C polymorphism with suicide attempt in Brazilian depressed patients.

XXV Congresso Brasileiro de Psiquiatria, Porto Alegre, 2007; relator da

Mesa “A pesquisa genética na area do comportamento suicida”.

Simpoésio Internacional sobre Epidemiologia e Prevencdo do Suicidio,
Salvador, 2008; apresentador do tema “Avancos na Genética do Suicidio”
na Mesa-redonda: Comportamento Suicida- Avancos nas Pesquisas

Brasileiras.



