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. RESUMO

O suicidio constitui-se hoje um grave problema de saude publica em diversos paises.
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 é geralmente temporario e potencialmente prevenido. Entre os fatores associados aos
atos suicidas esta o inicio ou piora de uma doenga psiquiatrica aguda, como a depressao e o
abuso de substancias (62).

A depressao € uma condi¢do clinica normalmente dificil de ser tratada. Dados da
literatura demonstram que, tanto a depressdo quanto fatores genéticos, podem ser fatores
desencadeantes ou contribuidores para o comportamento suicida e a tentativa de suicidio. A
participacdo de determinado polimorfismo pode favorecer ou fornecer uma vulnerabilidade
maior a determinados individuos, quando submetidos a condigbes especificas de estresse, os
quais podem tentar o suicidio.

Com o objetivo de determinar se o polimorfismo N251K do gene do receptor oga-
adrenérgico pode fornecer uma vulnerabilidade maior a pacientes deprimidos para a tentativa
de suicidio, determinamos a freqliéncia deste polimorfismo em pacientes deprimidos que
tentaram o suicidio e comparamos com a freqiiéncia de uma amostra controle. A analise foi
realizada a partir de DNA gendmico de 123 pacientes e 197 controles. O estudo foi realizado
através da técnica de PCR alelo especifico descrita por Sequeira e cols. (70).

Nao encontramos nenhum paciente portador do alelo K na amostra, mas encontramos
dois controles heterozigotos para o polimorfismo. Os resultados da frequiéncia do polimorfismo
na amostra controle (0,5%) foram semelhantes aos dados encontrados na literatura, exceto
quando os dados foram comparados com a populagao negra americana (p=0,0005). Os dados
encontrados demonstram que o polimorfismo N251K nao esta relacionado com a tentativa de
suicidio (p=0,526, IC 95%).

O polimorfismo investigado em nosso estudo representa apenas uma parte de todo o
gene, nosso resultado negativo ndo exclui a influéncia de outros polimorfismos ou genes
relacionados com o metabolismo da noradrenalina e a vulnerabilidade para a tentativa de
suicidio em pacientes portadores de depressao. A descoberta de novos polimorfismos e genes
de susceptibilidade ao suicidio pode ajudar na adequagdo da terapia de pacientes com

depresséo.
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Il. ABSTRACT

Nowadays suicide constitutes a severe public health problem worldwide. Many suicides
occur unexpectedly and others, even when expected due to its risk seem to be unpredictable. A
minority is triggered by stressing events in persons with an emotional healthy life and, in these
cases, the risk of a suicidal behavior is generally temporary and potentially preventable.
Amongst the factors associated with suicide acts is the beginning or worsening of an acute

psychiatry disorder such as depression and substance abuse (62).

Depression is a clinical condition usually difficult to be treated. Data from literature
demonstrates that both depression and genetic factors can be triggering factors or contribute to
the suicidal behavior and suicide attempt. The participation of a specific polymorphism can
provide a greater vulnerability to certain individuals, when submitted to specific conditions of
stress.

With the objective of determining if the N251K polymorphism in a,adrenoceptor gene can
be linked to suicide attempt, we determined the frequency of this polymorphism in depressed
patients who attempted suicide and compared to a control sample. Genomic DNA from 123
patients and 197 controls were used in the analysis. The study was performed using allele
specific PCR according to Sequeira and cols. (70).

We did not find any patients carrying the K allele, nevertheless, two controls were
heterozygous for this polymorphism with a frequency of (0.5%). This was similar to other findings
in the literature, except when data were compared to an African American population
(p=0.0005). Our data demonstrate that N251K polymorphism is not related to suicide attempt in
the sample studied (p=0.526, IC 95%). This polymorphism represents a needle in the stack
regarding the genetic involvement in suicide attempt. The negative results obtained do not
exclude the influence of other polymorphisms or genes related to the metabolism of noradrenalin
and vulnerability to suicide attempt in depressed patients. The analysis and discovery of other

susceptibility genes to suicide can aid in the adequacy of therapies for patients with depression
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Ill. INTRODUGAO

E muito importante buscar as causas dos transtornos mentais, devido a freqiiéncia
destes na nossa sociedade e a limitagdo dos tratamentos atuais. Até uma em cada cinco
pessoas pode apresentar doengca mental durante a sua vida e aproximadamente 4% da
populagdo sofre de transtorno mental cronico e grave (1). Além disso, os tratamentos
psicofarmacolégicos atuais ndo sao estritamente curativos, mas sim meramente paliativos,
reduzindo os sintomas, sem necessariamente oferecer alivio permanente. Tratamentos futuros

melhores dependem da descoberta das causas das doencas mentais.

A depressao é uma condicao clinica comum, moderadamente herdada (2), desabilitante e

normalmente dificil de ser tratada (3).

Segundo Levinson (2), a identificagdo de genes que levam aos transtornos depressivos

seria 0 maior avango no entendimento de mecanismos fisiopatologicos da depresséao.

Dados da literatura demonstram que, tanto a depressdo quanto fatores genéticos,
podem ser fatores desencadeantes ou contribuidores para o comportamento suicida e a

tentativa de suicidio (4).

A participacdo de determinado polimorfismo pode favorecer ou fornecer uma
vulnerabilidade maior a determinados individuos, quando submetidos a condicbes especificas
de estresse, 0s quais podem tentar o suicidio. Isso ndo sugere ou significa que um Unico gene
possa ser o responsavel por condutas suicidas. Nao se pode afirmar determinismo genético, ou
seja, sabe-se que o comportamento suicida esta relacionado com uma combinagao de fatores
emocionais, socio-culturais, filoséficos, religiosos e também bioldgicos. O envolvimento genético
seria um fator que pode contribuir com o desfecho, no caso a tentativa de suicidio. E sabido que

muitos sujeitos que tentaram o suicidio tem histérico familiar de suicidio e de tentativas por
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familiares. A compreensao de uma situacao complexa pode gerar alivio e estimular a busca de
um tratamento adequado. A negagao ou a incompreensao sobre 0 que esta se passando com o

paciente é que pode ser tragico, como a literatura tem nos demonstrado.

Sabemos que o tema suicidio é controverso, complexo e por isso delicado. Muitas
pessoas, inclusive aquelas com quadros depressivos, nunca tentardo o suicidio. Mas nao
podemos deixar de nos preocupar com aquelas pessoas que ja fizeram alguma tentativa e
buscam entender o que se passa com elas. A informagdo, o conhecimento e a melhor
compreensao a respeito de uma doenga ou uma condicdo podem realmente beneficiar as

pessoas que passaram por tal situacdo e assim evitar tragédias pessoais e familiares futuras.

Como as bases moleculares da depressdo e do suicidio ndo estdo completamente
entendidas, diversos estudos estdo sendo realizados para que estas condigdes sejam mais bem

elucidadas.
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IV. REVISAO DA LITERATURA
1. Definigoes

Suicidio, por definicdo, € o ato de cometer um dano fisico contra si proprio com a
intencdo de acabar com a prépria vida (4). O comportamento suicida abrange um amplo
espectro que vai desde a ideacdo suicida até o suicidio consumado, apesar de que algumas

referéncias ndo consideram a ideacg&o suicida como parte do fenotipo (5).

Brent e cols. (6) concluiram que a transmiss&o familial do risco ao suicidio ndo estava
relacionada a ideacgao suicida, porque no estudo familial feito pelo grupo, o risco de suicidio foi
maior em pacientes que tinham algum familiar que havia cometido suicidio ou algum familiar
com historico de tentativas, mas nao naqueles que tinham algum familiar com ideagao suicida.
Ja o estudo de Fu e cols. (7) sugere que existe um componente genético que determina tanto
para ideacdo suicida, quanto para a tentativa de suicidio, independente da herdabilidade do

transtorno psiquiatrico.

E possivel que a discordancia entre os estudos seja conseqiiéncia de falta de definicao

exata para ideacgéao suicida. Estudos moleculares raramente levam em conta a ideacao suicida

(8).

Tentativa de suicidio inclui aquelas situagbes na qual o sujeito comete algum ato com
intencdo de colocar sua propria vida em risco ou demonstra tal intencdo, mas a agdo nao
resulta em morte; no suicidio consumado a ag¢ao resulta em morte. Em ambos os casos, a
intencdo pode ser vaga ou ambigua, isto significa que em muitos casos a pessoa ndo quer
realmente morrer, mas parar de sofrer (9). Estudos epidemiolégicos em genética sugerem que

suicidios consumados e tentativas de suicidio tém uma base genética comum (10).
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2. Epidemiologia do suicidio

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), atualmente um milhdo de
pessoas se mata por ano no mundo e o suicidio esta entre as 10 principais causas de o6bito
para todas as pessoas maiores de 5 anos de idade em todos os paises onde ha informagbes
fidedignas sobre mortalidade (11). As taxas globais de suicidio variam de 25 mortes por 100 mil
habitantes (em paises do leste Europeu e no Japao) até menos de 10 mortes a cada 100 mil
habitantes (em lugares como Espanha, Itélia, Irlanda, Egito e Holanda). Ainda de acordo com as
projecdes da OMS, no ano de 2020, mais de um milhdo e meio de pessoas morrerdo devido ao
suicidio, no mundo todo; de 10 a 20 vezes mais pessoas tentardo suicidio (12), o que
representa uma morte a cada 20 segundos e uma tentativa a cada 1 ou 2 segundos. Em 2002,
877 mil pessoas cometeram suicidio no mundo, representando uma taxa global de 16 suicidios

por 100 mil habitantes, ou uma morte a cada 40 segundos (12).

Cada vez mais o suicidio vem sendo considerado um grave problema de saude publica,
podendo ocorrer em cerca de 10% dos pacientes psiquiatricos. Estudos epidemiolégicos
mostraram que ele constitui-se na terceira causa de morte entre adolescentes e adultos jovens
(entre 15 e 24 anos), excedido somente por lesdo nao-intencional e homicidio, e a décima
primeira causa de morte no geral, nos Estados Unidos. A média naquele pais ¢ de 30000
mortes por suicidio ao ano e cerca de 650000 tentativas de suicidio ao ano. Em 2000, foram

29.350 mortes por suicidio nos Estados Unidos (4).

As taxas de morte por suicidio sdo maiores em homens do que em mulheres, com
excegdo a China, onde as taxas de suicidio sdo maiores em mulheres (13). As tentativas de
suicidio sdo de 10 a 40 vezes mais frequentes que as mortes por suicidio (14), e estima-se que
10% dos pacientes que tentam o suicidio, irdo cometé-lo dentro de 10 anos (15). Sabe-se que,
em termos mundiais, as taxas de suicidio tendem a aumentar entre as pessoas com mais de 45

anos, contudo, ultimamente, em muitos paises, tem crescido significativamente a taxa de
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suicidio entre adolescentes e jovens adultos. Numericamente, os jovens sdo 0s que mais

cometem suicidio (16).

Muitas explicagcdes tém sido consideradas para justificar as variagdes nacionais e
regionais nas taxas de suicidio, incluindo clima, religido, sistema politico e social. Contribuicbes
genéticas para o suicidio tém sido representadas por pequenos efeitos de diversas variantes
genéticas, associado com processos envolvidos no comportamento suicida e pela interagéo
destes fatores genéticos com fatores ambientais (13,17). Sabe-se ainda que a notificagdo de
casos de suicidio pode ser falseada por diversos motivos, como motivos religiosos, sociais,

culturais, politicos e econémicos.

2.1 Epidemiologia do suicidio no Brasil

Em 2004, a média brasileira era de 4,5 mortes por 100 mil habitantes, oscilando entre 3,5
e 4,6 o6bitos por 100 mil habitantes nas ultimas duas décadas, de acordo com um estudo feito
pelo Ministério da Saude (MS) (18,19). Os coeficientes variam entre 1,5 e 2,2 no sexo feminino

e entre 5,2 e 7,3 no sexo masculino (20).

No Brasil, em relacao ao total de 6bitos entre 1998 e 2000, os suicidios representaram
0,95% das mortes masculinas e 0,33% das femininas (20). A mortalidade proporcional por
suicidios de maior magnitude é observada nas adolescentes de 15 a 19 anos, faixa etaria na

qual o suicidio representa 3,8% do total de mortes (20)

Analisando-se dados das capitais dos estados brasileiros, entre 1998 e 2000, verificaram-
se as maiores taxas de sexo masculino em Boa Vista, Porto Alegre e Floriandpolis, nestas

capitais as taxas chegaram a atingir quase o triplo do coeficiente médio do pais (20).

Durante o periodo de 1994 a 2004, o estado do Rio Grande do Sul teve a maior taxa de

mortalidade masculina por suicidio, com 16,6 casos por 100 mil habitantes. Em quase 90% dos
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casos ha o diagndstico de algum transtorno mental ou o uso abusivo de substancias
psicoativas, enquanto que uma minoria € desencadeada por eventos estressantes em pessoas

com uma vida emocional saudavel.

3. Modelos do comportamento suicida

Diferentes modelos tém sido desenvolvidos para explicar a ocorréncia do
comportamento suicida. Os modelos mais comumente aplicados sdo o modelo diatese-estresse

(4) e o modelo processo (21).

O modelo diatese-estresse explica porque uma pessoa comete o suicidio durante um
episodio depressivo e outra ndo. O risco de suicidio ndo esta correlacionado com a severidade
do transtorno psiquiatrico, mas parece ser dependente de variagdes na diatese ou
predisposicdo. Estressores tipicos associados com o comportamento suicida inclui eventos
adversos durante a vida, como problemas interpessoais ou sociais, e transtorno psiquiatrico
agudo. Reconhecidas causas de diatese incluem influéncias genéticas, experiéncias
traumaticas durante a vida, doencga crénica, abuso de alcool ou drogas e fatores na dieta que

levam a uma diminuicdo dos niveis de colesterol (22).

O modelo processo do comportamento suicida também é baseado na interacao estado-
trago, mas incorpora o efeito desta interagdo na evolugao gradual da suicidabilidade. O conceito
de processo suicida descreve o desenvolvimento e progressdo da suicidabilidade como um
processo que ocorre entre individuos e interagdo com o meio (23). O processo envolve ideacao
suicida, que pode evoluir para tentativa de suicidio com aumento da letalidade e intencao

suicida até o suicidio consumado (21).
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FIGURA 1: Modelo diatese-estresse do comportamento suicida (adaptado de Mann, 2003) (4).

4. Neurobiologia do comportamento suicida

Comportamento suicida é definido como todo ato pelo qual um individuo causa lesao a si
mesmo, qualquer que seja o grau de intencao letal e de conhecimento do verdadeiro motivo

desse ato (20).

Apesar do conhecimento sobre a neurobiologia do suicidio ser ainda limitada, evidéncias
comprovam que existem 3 sistemas neurobiolégicos envolvidos na fisiopatologia do
comportamento suicida: hiperatividade do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA), disfun¢ao do

sistema serotoninérgico e atividade excessiva dos receptores noradrenérgicos (23,24,25).
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5. Neuroquimica do comportamento suicida

A analise post-mortem de cérebros de vitimas de suicidio mostrou dados interessantes
dos sistemas neurotransmissores serotoninérgicos, noradrenérgicos e dopaminérgicos destes

pacientes (26).

Dados da literatura demonstram que a concentragdo de noradrenalina (NA) no sistema

nervoso central de vitimas de suicidio é até 73% mais baixos (27,28).

A imunorreatividade da enzima tirosina hidroxilase (TH) (enzima que limita a biossintese
de NA) foi descrita em um estudo que estaria aumentada no cérebro de vitimas de suicidio (29),
mas outros estudos encontraram uma imunorreatividade diminuida da enzima (4,30). A
imunorreatividade da TH aumenta como um mecanismo compensatério sob condi¢des nas
quais o aumento na liberagdo de NA leva a deplecdo do neurotransmissor (31). Entédo, a
imunorreatividade da TH pode ser estado-dependente, explicando os resultados discrepantes
da literatura. Maior imunorreatividade da TH e aumento dos receptores a,s-adrenérgicos podem

indicar deplecéo noradrenérgica (4).

6. Relacgao suicidio X depressao

O transtorno depressivo maior, juntamente com dependéncia de alcool, abuso fisico na
infancia, fobia social, desordem de conduta e etnia africana, € um dos fatores mais associados
a tentativa de suicidio (32,33); 15% dos pacientes gravemente deprimidos eventualmente
cometeréo suicidio (1). Mais de 90% dos pacientes que tentam o suicidio tém algum transtorno

psiquiatrico diagnosticado (4).

A presenca de transtornos psiquiatricos, especialmente depressao, € um conhecido fator

de risco para suicidio, tanto em homens quanto em mulheres (34,35).
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O risco de suicidio em pacientes com depressao € estimado em 2,2% (36). Em um estudo
de casos feito por Bertolote e cols. (37), foi descrito que 53% dos pacientes que haviam
cometido suicidio haviam sido diagnosticados com depresséao. Foi sugerido que pacientes com
depresséao teriam um risco de cometer suicidio de 60% a 70% maior que a populagdo em geral

(38).

Outros aspectos clinicos estao relacionados ao aumento da tendéncia ao comportamento
suicida, tragcos de personalidade impulsiva ou agressiva, desesperancga, histéria de abuso fisico
ou sexual na infancia, histéria de doengas mentais ou transtornos neurolégicos e fumo (26). O
sentimento de desesperanca é significativo na manutencdo do quadro depressivo e € um
potente preditor do suicidio. O sentimento de desesperanga é definido como “um sistema de
esquemas cognitivos onde o denominador comum sao expectativas negativas com relagdo ao

futuro” (39).

7. Descrigao dos transtornos de humor

A depressado é o transtorno de humor mais comum na populacdo, € uma emogao
universalmente sentida por quase todas as pessoas em algum momento da vida. A distingao
entre sentimento “normal’” de depressdao e uma doenga que requer tratamento médico é

problematica para pessoas nao treinadas nas ciéncias da saude mental (1).

Pouco se sabe sobre prevencao da depresséo, principalmente em individuos que tém

risco aumentado para o desenvolvimento deste transtorno (3).

A depressdao € um grupo etiologicamente heterogéneo dos transtornos psiquiatricos,
caracterizada por um amplo espectro de sintomas que reflete em alteracbes cognitivas,

psicomotoras e processos emocionais. Pelo fato de que os individuos afetados possuem cursos
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clinicos diversos da doenga, bem como diferente resposta aos tratamentos, a epidemiologia

genética tem reforgado a influéncia dos fatores genéticos na depressao (40).

8. Epidemiologia da depressao

Os transtornos depressivos constituem um dos tipos mais comuns de transtornos
psiquiatricos. A prevaléncia de depresséo durante a vida é de 5-10%, com um risco 2 vezes
maior para mulheres (1,41,42,43). A herdabilidade da depressao, baseada em estudos com
gémeos é de 40 a 50% (44,45,46), mas o modo de heranga ainda nao é claro (47). Sabe-se que
potentes fatores ambientais para o desenvolvimento do transtorno depressivo incluem abuso na

infancia e estresse (48).

9. Neurobiologia da depressao

9.1 Hipétese monoaminérgica

Ha mais de 40 anos, a base biolégica da depressao tem sido particularmente focada nos
neurotransmissores monoaminérgicos, principalmente NA e serotonina (5-hidroxitriptamina-
5HT) (1,49,50,51). As evidéncias eram relativamente simples, redugdo da concentracdo de
metabdlitos no fluido cerebroespinhal e na urina, diminuicdo da concentracdo plasmatica dos
precursores, modificacdes na densidade dos receptores e agcdo de determinadas drogas que

depletavam estes neurotransmissores e induziam a depresséo (1,50).

9.2 Neurénios noradrenérgicos
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As evidéncias do papel da NA na depressdo comecaram a ser descobertas pela atuagao
de drogas que agiam no metabolismo deste neurotransmissor e causavam ou aliviavam

sintomas da depresséao (52)

Os neurdnios noradrenérgicos utilizam a NA como neurotransmissor. A NA ¢ sintetizada
a partir do aminoacido tirosina, que é transportado para o sistema nervoso a partir da corrente
sanguinea através de uma bomba de transporte ativo (1). Dentro do neurdnio, a tirosina sofre a
acao de trés enzimas, primeiramente age a TH, enzima que limita a velocidade da sintese da
NA. A TH converte a tirosina em di-hidroxifenilalanina (DOPA). Na sequéncia, a segunda
enzima, a DOPA descarboxilase (DDC) atua convertendo a DOPA em dopamina (DA). A
terceira e ultima enzima, a dopamina beta-hidroxilase (DBH), converte DA em NA. A NA é entédo

armazenada em vesiculas até ser liberada pelo impulso nervoso (Figura 2) (1).

1 P Norad i

FIGURA 2: Producgéo de NA (reproduzido de Stahl, 2002) (1)

A NA também pode ser degradada por duas enzimas, transformando-a em metabdlitos
inativos. A primeira enzima é a monoamino-oxidase (MAQ), que se localiza nas mitocéndrias do
neurdnio pré-sinaptico e em outros locais, e a segunda é a catecol-O-metil-transferase (COMT),

cuja localizacao supde-se ser fora do terminal nervoso pré-sinaptico (Figura 3) (1).
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FIGURA 3: Degradacéo da NA (reproduzido de Stahl, 2002) (1)

A acdo da NA pode ser interrompida pela remocdo do neurotransmissor da fenda
sinaptica por uma bomba de transporte, sem degrada-la. Esta bomba de transporte é
denominada bomba de recaptagcdo. Uma vez dentro do neurdnio, a NA pode ser rearmazenada
e reutilizada quando outro impulso nervoso passar pelo neurdnio, ou pode ser degradada por

enzimas dentro do neurénio (1).

O neurdnio noradrenérgico é regulado por diferentes receptores de NA. Estes receptores
foram classificados em a ou B, dependendo de sua preferéncia por uma série de agonistas ou
antagonistas. Subseqlientemente, estes receptores foram subclassificados em a1 e a2, assim

como, B1e B2 (1).

Os trés receptores poés-sinapticos mais importantes sdo a4, a, e B4. Estes receptores
convertem a ocupacgéao deles em fungao fisiolégica, o que, eventualmente, resulta em alteragdes

na expressao génica dos neurbnios pds-sinapticos (1).

Os receptores a, sdo os Unicos receptores noradrenérgicos pré-sinapticos nos neurénios
noradrenérgicos. Eles regulam a liberacao de NA e, portanto sdo denominados auto-receptores,

isto &, quando identificam a presengca da NA, interrompem a liberagcdo adicional deste
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neurotransmissor. A estimulagdo deste receptor impede o neurdnio de realizar sua descarga

(Figura 4) (1).

FIGURA 4: Funcionamento normal do sistema noradrenérgico (reproduzido de Stahl, 2002) (1)

Quando ocorre uma deficiéncia de NA na fenda sinaptica, uma série de sintomas

descritos na Tabela 1 podem aparecer.

TABELA 1: Sindrome da deficiéncia noradrenérgica

Atencao diminuida

Concentragao prejudicada

Deficiéncia da memoria operante

Lentificacdo do processamento de informacdes
Humor deprimido

Lentificacdo psicomotora

Fadiga

Adaptado de Stahl, 2002 (1).
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A deplecao do neurotransmissor na fenda sinaptica causa up regulation compensatoéria
dos receptores pos-sinapticos (1). Em comparagdo com os estudos do sistema serotoninérgico,
os estudos do sistema noradrenérgico sao poucos, mas foi identificada diminuicdo dos niveis de
NA e aumento na densidade dos receptores a2A em pacientes deprimidos. Este aumento dos
receptores sugere regulagdo na sinapse noradrenérgica devido ao déficit do neurotransmissor

na fenda (29).

Existem muitas linhas de evidéncias que dao suporte no importante envolvimento da NA
e dos receptores noradrenérgicos na depressio, especialmente anormalidades nos receptores
a-adrenérgicos (49). As alteragdes na sensibilidade dos receptores e na interagdo com outros

sistemas moduladores resultam numa modulagao noradrenérgica pés-sinaptica ineficaz (53).

9.3 Resposta ao estresse

O hormédnio glicocorticoide cortisol (CO) e o HHA constituem um importante sistema de
resposta ao estresse e depressao maior, especialmente se for severa e associada a agitacao

psicomotora, pode estar relacionada a hiperatividade do HHA (54).

O estresse induz atrofia neuronal em algumas regides do cérebro. Isso foi comprovado,
pois um grande percentual de pacientes com Sindrome de Cushing, que resulta numa
hipercortisolemia, também manifestam sintomas de quadro depressivo, bem como apresentam
uma reducao do volume do hipocampo cerebral. Esta redugdo no volume do hipocampo esta

inversamente relacionada com a concentragéo sérica de CO (55,56).

Os mecanismos precisos pelos quais o CO exerce seus efeitos deletérios no hipocampo
ainda nao sao claros, mas envolve a facilitacdo da sinalizagdo glutamatérgica e a inibicao do

transporte de glicose (54).
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10. Genética do comportamento suicida

O suicidio € um ato multi-determinado, a importancia de fatores psiquiatricos, biolégicos
e sociais, da psicodindmica e das doencas fisicas ja esta bem estabelecido, no entanto,
evidéncias tém se acumulado de que fatores genéticos possam ser incluidos entre os muitos
determinantes do suicidio e os estudos com gémeos sdo os melhores referenciais para a

contribuicdo genética do comportamento suicida (57).

Estudos clinicos com pacientes psiquiatricos sugerem que o risco de comportamento

suicida aumenta na presenga de uma histdria familiar de suicidio.

Apesar de varios fatores bioldgicos, psicoldgicos, sociolégicos e econémicos
contribuirem para a complexa etiologia do comportamento suicida, evidéncias genéticas tém
sido estudadas ha muitos anos (26). Estudos com gémeos tém demonstrado que gémeos
monozigoéticos tém uma maior taxa de concordancia para suicidio e tentativa de suicidio que
gémeos dizigdticos (10). Alguns estudos tém demonstrado que a predisposicdo ao
comportamento suicida é independente da predisposicao genética a transtornos psiquiatricos,
que estdo normalmente associados com o risco ao suicidio, incluindo transtornos de humor,

esquizofrenia e abuso de substancias (9).

A herdabilidade do suicidio e do comportamento suicida parece ser determinada através
de dois componentes: a heranca de transtornos psiquiatricos e a heranga da impulsividade
agressiva ou outros tracos de personalidade. Entdo, a concordancia entre estes fatores
responsaveis resulta em um risco aumentado para o comportamento suicida, estima-se que os

fatores genéticos contribuem para 45% da variabilidade no comportamento suicida (13,58).

A compreensido que se tem hoje acerca das doengas mentais e psiquiatricas, assim
como o comportamento suicida, é de que tais fendtipos sdo multideterminados, caracterizando

assim doencas do tipo multifatoriais ou complexas. Isto significa que estes comportamentos sao
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determinados tanto por fatores genéticos quanto por fatores ambientais, ndo exibindo um
padrao de heranga mendeliana, mas em alguns casos, pode-se observar individuos afetados na
mesma familia. Deve-se salientar que tanto os fatores genéticos quanto os ambientais podem
aumentar ou diminuir o risco para o desenvolvimento da doenga, podendo ser assim fatores de
risco ou fatores de protegao, respectivamente. A historia familiar nos permite dizer se ha uma
maior predisposicdo ou probabilidade de apresentacdo da doenca, mas os fatores ambientais
parecem ser decisivos na manifestacao desta, diminuindo ou aumentando significativamente o
risco dela ocorrer. Todos estes fatores contribuem na propenséo individual para o aparecimento

da doenga.

Especificamente no campo da genética molecular, os avangos tém permitido o emprego
de métodos mais sensiveis e rapidos na identificagdo de genes associados aos diversos
transtornos mentais, principalmente transtornos afetivos. A deteccao de seqliéncias especifica
de DNA, encontradas gracas as técnicas moleculares, pode ser de grande importancia para o
diagnéstico clinico. A identificagao de genes responsaveis, porém, € uma tarefa que envolve
uma pesquisa geral em todo o genoma humano. Por esse motivo, tem-se feito a identificacao
de genes candidatos relacionados aos sistemas que se busca estudar. Um exemplo é a escolha
de polimorfismos em genes relacionados aos receptores ay-adrenérgicos (a2A), como

marcadores para o estudo.

Polimorfismos, por definicdo, sado variantes normais de um gene que ocorrem
uniformemente na populagdo. Sao alteragbes diferentes do genoma, que normalmente nao
causam dano na proteina que o gene codifica, ou n&do alteram o processamento do RNA

mensageiro (quando ocorre numa regido reguladora).

11. Genética da depressao
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Acredita-se que a origem genética da depressao seja heterogénea, ou seja, diferentes
genes de susceptibilidade atuam em diferentes familias (40). O poder dos estudos de
mapeamento genético depende do risco relativo (RR) atribuivel a cada gene especifico ou
interacéo (59,60). Para mecanismos multigénicos, como o da susceptibilidade a depressao, o
maior RR atribuivel para qualquer locus nao pode ser conhecido, mas presumivelmente é mais
vantajoso que identificar caracteristicas que predizem um RR possivelmente maior (2). O risco
de depressao é de duas a trés vezes maior em pessoas com familiares em primeiro grau com o
transtorno (61), dando uma nocdo da herdabilidade do transtorno. Quando a depresséo inicia
cedo e multiplos episédios sdo evidenciados, parece que a agregacao familial aumenta e

diferentes transtornos afetivos sao evidenciados na mesma familia (40).

A maior parte dos estudos de associacdo genética publicados tem sido focada em
polimorfismos funcionais (variacbes na sequéncia de DNA que alteram a expressdo e/ou
funcionamento do produto do gene) nos loci que codificam para transportador de 5-HT
(SLC6A4), receptor 2A da 5HT (5HTR2A), TH (enzima limitadora para a sintese de DA),

triptofano hidroxilase 1 e 2 (TPH1 e TPH2) (sintese de 5HT) e COMT (catabolismo da DA) (2).

Acredita-se que alteracbes moleculares e funcionais nos receptores dos
neurotransmissores e nos caminhos de sinalizagao da NA e/ou 5-HT desempenham um papel
fundamental na patogénese do suicidio e da depressao (53,62). Por outro lado, uma grande
variedade de receptores ligadores de proteina-G (GPCRs), dentre estes os a2A, funcionam
como auto e heterorreceptores e controlam a liberagdo de neurotransmissores (63). Existem
evidéncias de que a densidade de algumas destas GPCRs, como os a2A e receptores de 5HT,
esta alterada no cérebro de vitimas de suicidio (49,64,65,66). Estas alteracbes tém sido
correlacionadas com diminuicdo de liberagdo de neurotransmissor resultante de uma
supersensibilidade dos receptores a2A e/ou disfun¢ao dos receptores de 5HT (67). Uma maior

evidéncia de que estes receptores estejam envolvidos na fisiopatologia do suicidio e depressao
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€ que a administragdo cronica de antidepressivos reduz a densidade e atividade destes
receptores em cérebro de ratos (68,69). Baseados nestas observagdes, foi sugerido que
pacientes sofrem de transtornos de humor devido a um disturbio da fungao noradrenérgica e/ou

serotoninérgica (67).

Comparando com a populagdo em geral, familiares em primeiro grau de pacientes com

depressao tém um risco, aproximadamente, trés vezes maior para desenvolver depressao (40).

O estudo realizado por Escriba e cols. (67) demonstrou que pacientes deprimidos que
cometeram suicidio apresentam uma maior expressdo de RNA mensageiro de receptor apa-
adrenérgico no cortex cerebral pré-frontal. Devido as diferengas inter-individuas entre a
expressao de RNA mensageiro € a quantidade de proteina que é traduzida no cértex pré-
frontal, Garcia-Sevilla e cols. (65) fizeram um estudo de correlagdo entre estes dois fatores e

encontraram uma correlagao de 0,79 (p<0,05).

12. Suicidio e receptores a,-adrenérgicos

Nos ultimos anos vem crescendo, na literatura cientifica, o nimero de estudos que
demonstram que o cérebro de vitimas de suicidio apresenta um aumento na densidade de

receptores a, quando comparado ao cérebro de controles (49).

Os niveis alterados do receptor a,, observado em suicidas, pode ser consequiéncia de
uma variabilidade genética no gene do receptor a,s, ocasionando um aumento da predisposi¢cao
ao comportamento suicida (70). Diversas variantes genéticas no gene do receptor a,s foram
identificadas por Feng e cols. (71). Uma delas, o polimorfismo N251K, localizado na base 753,
leva a uma alteragao funcional na terceira alga do receptor aumentando a atividade do mesmo

(72).
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O tratamento com drogas antidepressivas leva a uma diminui¢cao dos niveis de receptores
axa-adrenérgicos e proteinas Gi, demonstrando a fisiopatologia destes receptores no suicidio e
na depressao (49). A rota de sinalizagdo dos receptores a.a-adrenérgicos esta aumentada no

cérebro de vitimas de suicidio (67).

13. Receptores a,-adrenérgicos

Os receptores a2A estdo amplamente distribuidos no sistema nervoso central e
periférico de humanos (72). Eles sio receptores de membrana acopladores de proteina-G para
as catecolaminas enddgenas adrenalina e NA, mediando parte dos efeitos biolégicos destes
neurotransmissores e de diversas agdes metabdlicas (71). Além de controlarem a regulagéo da
presséo sanguinea por mediacado da contragcdo da musculatura vascular (73), estes receptores
também sao responsaveis pela modulagcéo da sedagéao, analgesia, liberagdo de insulina, fungcao

renal, cognicao, memoaria e comportamento (74).

Trés tipos distintos do receptor foram identificados por estudos moleculares e
farmacoldgicos, aqa, O € Oac. Para a determinagdo da fungdo de cada subtipo, estudos em
modelos knockout foram feitos (75). Cada subtipo é codificado por um Unico gene, ADRA2A,
ADRAZ2B, ADRA2C (74). Quando os receptores a,a pré-sinapticos inibitérios sdo estimulados, a
sintese e liberacgo de NA e 5HT s&o inibidas (68); entdo, um aumento na
densidade/sensibilidade dos a,,-autorrecetores/heteroreceptores pode resultar numa liberagao

neuronal insuficiente de NA e 5HT, resultando na depresséo (76).

Para cada subtipo de receptor a,, variagdes na sequiéncia dentro da regiao codificante
que alteram a estrutura de cada proteina tém sido identificadas em humanos. Isto resulta da

substituicdo ou delecao de aminoacidos na terceira alga intracelular de cada receptor (77).
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Parece haver uma interacdo significativa entre genes e ambiente em relagdo ao
funcionamento do sistema noradrenérgico. De Parmentier e cols. (49) encontrou um aumento
no numero de receptores aa no cortex temporal de vitimas de suicidio ndo tratadas com
antidepressivos e Callado e cols. (64) encontrou um aumento na densidade dos receptores 0za

no cortex frontal de vitimas de suicidio deprimidas.

O subtipo a2A é predominantemente encontrado no sistema nervoso central. O gene do
receptor a,, situa-se no cromossomo 10, entre as regides q24 e g26. O gene nao possui introns

e tem, aproximadamente, 3,7Kb de comprimento (72).

14. GPCRs (G protein-coupled receptors)

As GPCRs sao a maior classe de receptores em sistemas biolodgicos e estdo envolvidas
numa grande variedade de processos fisioldgicos (78). Estruturalmente, as proteinas G sdo
compostas por 3 subunidades: a, B e y. Quando a proteina G é ativada, ocorre a liberagcao do
GDP da subunidade a, permitindo a ligacdo de um GTP, induzindo a dissociacdo da

subunidade a das subunidades 3 e y (78).

Baseado no sequenciamento do cDNA e na similaridade da seqliéncia de aminoacidos,
a subunidade Ga foi classificada em 4 classes principais: Gs, Gi, Gg e G12 (79). Uma vez
dissociada, tanto a subunidade a, quanto as subunidades By, podem ativar ou inibir multiplos
efetores que modulam a resposta celular. Estes efetores incluem adenilato-ciclase, fosfolipase
C, fosfatidilesterases, fosfolipase A2 e fosfoinositol 3 quinase, inibindo ou ativando uma
variedade de segundos mensageiros, como AMPc, GMPc, diacilglicerol, inositol (1,4,5)
trifosfato, fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato, acido aracddnico e acido fosfatidico, promovendo o

aumento do Ca*? intracelular e a abertura ou fechamento de uma variedade de canais (80).
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Todos os receptores a-adrenérgicos utilizam proteinas G como tradutoras de sinal.
Diferengas ocorrem no tipo de proteina G que cada receptor esta acoplado. Receptores a1
estdo acoplados em proteinas Gp/Gq, enquanto receptores a, estdo acoplados em proteinas
Gi/Go. A proteina G acopladora do receptor a,, Gi/Go, liga-se negativamente a adenilato-ciclase
e entdo reduz a formacao de AMPc, o qual leva a uma reducgéo no influxo de calcio, niveis

reduzidos de célcio levardo a um decréscimo na liberacdo do neurotransmissor (72).
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FIGURA 5: Ativacao das proteinas G (adaptado de Lujan, 2004) (81).

Devido ao papel critico do sistema de sinalizagdo das proteinas G, estudos recentes tém
sido focados no envolvimento destas na fisiopatologia dos transtornos mentais. Os achados
sobre anormalidades no funcionamento das proteinas G e comportamento suicida ainda sao

inconsistentes (82).
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15. Alteragoes na expressao do receptor azp-adrenérgico em cérebro de vitimas de

suicidio

Receptores pré-sinapticos inibitérios a,a-adrenérgico controlam a liberagao neuronal de
NA e 5HT. Dados da literatura demonstram que vitimas de suicidio possuem uma maior
densidade de receptores aya-adrenérgicos (49,64,76). Recentemente foi demonstrado que a
atividade dos receptores axa-adrenérgicos esta aumentada no cérebro de vitimas de suicidio
(83). Estes resultados reforgam a hipotese de que a supersensibilidade dos receptores oga-
adrenérgicos explicam parte das alteragdes moleculares relacionadas ao suicidio e a depresséo
(84). Entdo, aumentos do a,-adrenoreceptor e da atividade da proteina-G, e diminuigcdo da
atividade da adenilato-ciclase, poderiam estar envolvidos na redugdo de niveis citosélicos de

AMPc (67).

O polimorfismo N251K, localizado na base 753, contada a partir do cédon de iniciagao,
produz uma troca de asparagina para lisina numa porgéo altamente conservada da terceira al¢a
do receptor, numa regido que parece ser importante para interacdo com a proteina G (72). A
ativacdo da forma Lis251 do receptor a,s, somente observada em suicidas (70), leva a uma
inibicdo aumentada da atividade da adenilato-ciclase, ativagao da sinalizagao da MAP kinase e
estimulagdo do acumulo de inositol fosfato (72). Alteragbes em muitos elementos desta rota
metabdlica tém sido observadas em cérebro de suicidas quando comparados a controles,

incluindo diminui¢ao da atividade da adenilato-ciclase (85,86).

16. Técnicas laboratoriais para detec¢ao do polimorfismo N251K no gene do receptor asa-

adrenérgico

16.1 Extracao de DNA
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Todos os protocolos de extracdo de DNA baseiam-se no rompimento da membrana
nuclear, separacdo do DNA das proteinas através da precipitacdo e posterior solubilizacdo do

DNA em solugao aquosa.

O DNA pode ser obtido de qualquer célula que contenha nucleo. Especialmente para
estudos na area de genética do suicidio, o usual é utilizar sangue total periférico ou tecido

cerebral de vitimas de suicidio.
16.2 Reagao em Cadeia da Polimerase

A reacado em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR) é uma técnica
rapida de amplificagdo in vitro de uma sequéncia especifica do DNA gendmico (ou RNA,
seguido de transcricdo reversa) entre uma regido 5 e 3’ flanqueada por primers
complementares a uma das fitas de DNA. A PCR permite a sintese de sequiéncias especificas

gerando até 10° copias a partir de uma molécula alvo (87).

O resultado da amplificagdo é o acumulo exponencial de um fragmento especifico cujas

extremidades sao definidas pelas terminagbes 5’ dos primers (87).
16.2.1 PCR alelo-especifico

E uma variagdo da técnica de PCR. Neste caso, um dos primers utilizados é desenhado
para hibridizar somente no alelo com a alteragdo determinada. Utilizam-se duas reacgdes para
cada paciente, uma com o conjunto de primers com a forma alélica N e outra com o conjunto de
primers com a forma alélica K. Sé havera amplificagdo da reagdo onde o primer possui a

alteragao se o paciente possuir o alelo alterado (88).
16.3 Eletroforese

A eletroforese, técnica utilizada para separacao de fragmentos de DNA, é utilizada para

andlise de resultados de varios procedimentos laboratoriais, como extragcdo de DNA, PCR e
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digestdo com enzimas de restricdo. Consiste na aplicagdo de uma corrente elétrica por uma
fase semi-movel (suporte), promovendo a migracdo de moléculas de acordo com sua carga
elétrica e peso molecular. A escolha do tipo (gel de agarose ou poliacrilamida) e da
concentracdo do suporte depende do tamanho dos fragmentos que se deseja separar e da
necessidade da resolugdo dos mesmos. A corrente elétrica € conduzida por um tampé&o salino,
em geral TAE (Tris-Acetato-EDTA) ou TBE (Tris-Borato-EDTA). O tempo de migragdo também
varia com o tamanho do fragmento que se deseja visualizar, utilizando-se como referéncia, os
chamados “marcadores de peso molecular” para estimativa do tamanho do fragmento

visualizado (87).

17. Suicidio e satude publica

O suicidio € um importante problema de saude publica e tratar pacientes suicidas € uma
das situagdes clinicas mais complexas para jovens médicos (89). A severidade da ideacao
suicida é associada com o risco de suicidio. Pacientes com alto risco para suicidio deveriam ser
tratados por especialistas em saude mental, propondo a estes pacientes um tratamento
intensivo e monitoramento frequente (90). Além do prejuizo ao paciente, um Unico suicidio afeta
emocionalmente, socialmente e economicamente, no minimo, outras seis pessoas entre
familiares, amigos, colegas de trabalho, comunidade e a sociedade como um todo. Se o suicidio

ocorrer em escola ou ambiente de trabalho, o impacto afeta muito mais pessoas (12).

Desde a década de 90, a OMS trata o suicidio como um problema de saude publica. No
Brasil, a questao foi assumida como tal a partir de dezembro de 2005, quando o entdo ministro
da saude, Saraiva Felipe, assinou uma portaria instituindo o grupo de trabalho responsavel pela

elaboragao de politicas de prevencgao ao suicidio (18).
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Estratégias de prevencdo ao suicidio deveriam focar individuos com alto risco, o que
significa que precisamos melhorar a forma de diagnosticar este tipo de paciente. Uma tentativa
prévia de suicidio € o melhor preditor para um futuro suicidio ou outra tentativa (9). Aliado a
uma maior atencdo que vem sendo dispensada pelos pesquisadores a estas relagdes, a
medicina vem tendendo a incorporar em suas praticas diversas tecnologias de ponta, como o
uso da biologia molecular, que permite um diagndstico precoce e mais preciso de diversas
doencgas, além de auxiliar o entendimento de sua patogénese, permitindo assim o

desenvolvimento de novos tratamentos e prevencao mais eficazes.

Apesar de todos os avangos da medicina no sentido de esclarecer as bases biolégicas de
doencgas psiquiatricas, o suicidio ainda hoje é tratado como algo vergonhoso, resultado de
faléncia pessoal, familiar e/ou social. Por esse motivo, a pesquisa e a intervengao médica
acabam prejudicadas, por falta de notificacdo adequada dos casos de suicidio (subnotificacdo,

informacao de dados erréneos) para fins de estudos estatisticos.

18. Prevencgao ao suicidio

O tratamento dos transtornos mentais € um importante elemento para a prevencao do
suicidio. Contudo, o suicidio esta associado a uma variedade de transtornos mentais, cada qual
com uma terapéutica especifica. A prevencao do suicidio deve ser focada no conhecimento dos
fatores de risco. E possivel dividir fatores de risco em trés: 1) Fatores constitucionais e
hereditarios, ndo passiveis de intervencdo, como idade, sexo, histéria familiar, genética; 2)
Fatores ligados a condigbes enddgenas, passiveis de serem controlados, como doencas fisicas
e mentais, com énfase a neurobiologia das afecgbes e no desequilibrio dos neurotransmissores,
bem como os transtornos de personalidade, que envolvem caracteristicas como impulsividade,

agressividade, perfeccionismo, inseguranca, baixa tolerdncia a frustracdo, personalidade
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limitrofe; e 3) Fatores ligados a habitos e ambientes, passiveis de serem alterados ou
corrigidos, como estado civil, isolamento social, religido, classe social, profissdo, desemprego/
aposentadoria, familia suicidogénica, abuso de alcool e outras substancias psicoativas, acesso

aos métodos e seu grau de letalidade (91).

Uma sélida estratégia de prevencéo ao suicidio deveria incluir o tratamento daqueles
transtornos mais freqlientemente associados a ele, de acordo com a situagcio local e nao
apenas em relacdo a literatura relativa a paises cujo perfil de associacdo nosografica de
suicidio pode ser completamente distinta do que existe localmente. Na auséncia dessa
informacao, parece legitimo considerar-se a depressao, o alcoolismo e a esquizofrenia como os

transtornos mais importantes (92).

Lidar com o estigma que cerca a doenga mental, e também com o estigma adicional que
cerca o suicidio € uma tarefa complexa. O estigma é responsavel pelo desencorajamento das
pessoas para buscar e aceitar ajuda, limitando o tratamento e o apoio quando estas necessitam

dele, reduzindo os recursos disponiveis para dispensa-los (91).
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V. OBJETIVOS

1. Determinar a freqiiéncia do polimorfismo N251K no gene do receptor a,,-adrenérgico em

uma amostra de pacientes deprimidos que tentaram o suicidio;

2. Estimar a freqléncia deste polimorfismo em uma amostra controle representativa da

populacéo de Porto Alegre;

3. Comparar os dados obtidos para a amostra de pacientes com a amostra de controles e

dados da literatura.



40

VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Stahl SM. Psicofarmacologia — base neurocientifica e aplicagdes praticas. 2% ed. Rio de
Janeiro: Editora Médica e Cientifica Ltda, 2002.

2. Levinson DF. The genetics of depression: A review. Biol Psychiatry. 2005; 60(2):84-92.

3. Holtzeimer PE, Nemeroff CB. Future prospects in depression research. Dialogues Clin
Neurosc. 2006; 8(2):175-89.

4. Mann JJ. Neurobiology of suicidal behaviour.Nat Rev Neurosci. 2003; 4(10):819-28.
5. Mann JJ. Psychobiologic predictors of suicide. J Clin Psychiatry. 1987; 48S:780-96.

6. Brent DA, Bridge J, Johnson BA, Connolly J. Suicidal behavior runs in families. A controlled
family study of adolescent suicide victims. Arch Gen Psychiatry. 1996; 53:1145-52.

7. Fu Q, Heath AC, Bucholz KK, Nelson EC, Glowinski AL, Goldberg J et al. A twin study of
genetic and environmental influences on suicidality in men.Psychol Med. 2002; 32(1):11-24.

8. Courtet P, Jollant F, Castelnau D, Buresi C, Malafousse A. Suicidal behavior: relationship
between phenotype and serotoninergic genotype. Am J Med Genet C Semin Med Genet. 2005;
133C:25-33.

9. Malafosse A. Genetics of suicidal behavior. Am J Med Genet C Semin Med Genet. 2005;
133(1):1-2.

10. Roy A. Genetic and biologic risk factors for suicide in depressive disorders. Psychiatr Q.
2003; 64:345-58.

11. WHO (World Health Organization). Figures and facts about suicide. Geneva, 1999.

12. WHO (World Health Organization). The World Health Report 2003: Shaping the future.
Geneva: World Health Organization, 2003.

13. Bertolote JM, Fleischmann A. Suicidal behavior prevention: WHO perspectives on research.
Am J Med Genet C Semin Med Genet. 2005; 133C:8-12.

14. Schmidtke A, Bille-Brahe U, De Leo D, Kerkhof A, Wasserman D (Eds) Suicidal behavior in
Europe: results from WHO/EURO multicentre study on suicidal behavior. Germany, 2001.

15. Suominem K, Isometsa E, Suokas J, Haukka J, Achte K, Lonnqvist J. completed suicide
after a suicide attempt: a 37-year follow-up study. Am J Psychiatry. 2004; 161: 562-3.

16. Fleischamnn A, Bertolote JM, Belfer M, Beautrais A. Completed suicide and psychiatric
diagnosis in young people: a critical examination of the evidence. Am J Orthopsychiatry. 2005;
75:676-83.

17. Marusic A. History and geography of suicide: could genetic risk factors account for the
variation in suicide rates? Am J Med Genet C Semin Med Genet. 2005; 133:43-7.



41

18. ABP - Associacdo Brasileira de Psiquiatria (homepage na internet). Disponivel em:
www.abpbrasil.org.br/clipping

19. Radiobras - Agéncia Brasil (homepage na internet). Disponivel em:
www.agenciabrasil.gov.br/noticias/2006/08/22

20. Werlang BG, Botega NJ, organizadores. Comportamento suicida. Porto Alegre: Artmed,
2004.

21. Van Heeringen C. Understanding suicidal behavior: the suicidal process approach to
research, treatment and prevention. Chichester: Wiley; 2001.

22. Mann JJ. The neurobiology of suicide. Nat Med. 1998; 4:25-30.

23. Van Heeringen K. The neurobiology of suicide and suicidality. Can J Psychiatry. 2003;
48(5):289-291.

24. Oquendo MA, Mann JJ. The biology of impulsivity and suicidality. Psychiatr Clin North Am.
2000; 23(1):11-25.

25. Kamalli M, Oquendo MA, Mann JJ. Understanding the neurobiology of suicidal behavior.
Depress Anxiety. 2001; 14(3):164-76.

26. Bondy B, Buettner A, Zill P. Genetics of suicide. Mol Psychiatry. 2006; 11(4):336-51.

27. Beskow J, Gottfries CG, Roos BE, Winblad B. Determination of monoamine and monoamine
metabolites in the human brain: post morten studies in a group of suicides and in a control
group. Acta Psychiatr Scand. 1976; 53:7-20.

28. Arango V, Ernsberger P, Marzuk PM, Chen J-S, Tierney H, Stanley M et al. Quantitative
autoradiography of a1- and a2-adrenergic receptors in the cerebral cértex of controls and
suicide victims. Brain Res. 1993; 630:271-82.

29. Ordway GA, Widdowson PS, Smith KS, Halaris A. Agonist binding to alpha 2-adrenoceptors
is elevated in the locus coeruleus from victims of suicide. J Neurochem. 1994; 63:617-24.

30. Biegon A, Fieldust S. Reduced tyrosine hydroxylase immunoreactivity in locus coeruleus of
suicide victims. Synapse. 1992; 10(1):79-82.

31. Weiss JM. Depression and anxiety: role of the locus coeruleus and corticotropin-releasing
factor. Brain Res Bull. 1994; 35:561-72.

32. Glowinski AL, Bucholz KK, Nelson EC, Fu Q, Madden PA, Reich W et al. Suicide attempt in
an adolescent female twin sample. J Am Child Adolesc Psychiatry. 2001; 40:1300-7.

33. Underwood MD, Mann JJ, Arango V. Serotoninergic and noradrenergic neurobiology of
alcoholic suicide. Alcohol Clin Exp Res. 2004; 28(5):57S-69S.

34. Joiner Jr TE, Brown JE, Wingate LR. The psychology and neurobiology of suicidal behavior.
Ann Rev Psychology. 2005; 56:287-314.



42

35. Prigerson HG, Desai RA, Lui-Mares W, Roseheck RA. Suicidal ideation and suicidal
attempts in homeless mentally ill persons. Soc Psychiatry Psychiatr Epidemiol. 2003; 38:213-9.

36. Papakostas Gl, Petersen T, Pava J, Masson E, Worthington JJ et al. Hopelessness and
suicidal ideation in outpatients with treatment-resistant depression: prevalence and impact on
treatment outcome. J Nerv Ment Dis. 2003; 191:444-9.

37. Bertolote JM, Fleischmann A, De Leo D, Wasserman D. Suicide and mental disorders: do
we know enough? Br J Psychiatry. 2003; 183:382-83.

38. Khan A, Leventhal RM, Khan S, Brown WA. Suicide risk in patients with anxiety disorders: a
meta-analysis of the FDA database. J Affect Disord. 2002; 68:183-90.

39. Beck AT, Weissman A, Lester D, Trexler L. The measurement of pessimism: the Hopeleness
Scale. J Consult Clin Psychol. 1974; 42:861-65.

40. Lesch KP. Gene-enviroment interaction and the genetics of depression. J Psychiatry
Neurosci. 2004; 29(3):174-84.

41. Moldin SO, Reich T, Rice JP. Current perspectives on the genetics of unipolar depression.
Behav Genet.1991; 21:211-42.

42. Tsuang MT, Faraone SV, Green RR. Genetic epidemiology of mood disorders. In: Papolos
DF, Lachman HM, editors. Genetic Studies in Affective Disorders. New York: Wiley; 1994.

43. Weissman MM, Bland RC, Canino GJ, Faravelli C, Greenwald S, Hwu HG et al. Cross-
national epidemiology of major depression and bipolar disorder. JAMA. 1996; 276:293-9.

44. Bierut LJ, Heath AC, Bucholz KK, Dinwiddie SH, Madden PAF, Statham DJ, et al. Major
depressive disorder in a community-based twin sample. Are there different genetic and
environmental contributions for men and women? Arch Gen Psychiatry. 1999; 56:557-63.

45. Sullivan PF, Nelae MC, Kendler KS. Genetic epidemiology of major depression: Review and
meta-analysis. Am J Psychiatry. 2000; 157:1552-62.

46. Kendler KS, Prescott CA. A population-based twin study of lifetime major depression in men
and women. Arch Gen Psychiatry. 1999; 56:39-44.

47. Marazita ML, Neiswanger K, Cooper M, Zubenko GS, Giles DE, Frank E et al. Genetic
segregation analysis of early-onset recurrent unipolar depression. Am J Hum Genetics. 1997;
61:1370-78.

48. Kendler KS, Gardner CO, Prescott CA. Toward a comprehensive developmental model for a
major depression in women. Am J Psychiatry. 2002; 159:1133-45.

49. De Parmentier, F; Mauger, JM; Lowther S; Crompton, MR; Katona, CL; Horton, RW. Brain
alpha-adrenoceptors in depressed suicides. Brain Res, 1997; 757:60-8.

50. Haffen E, Sechter D. The neurobiology of depression. Rev Prat. 1999; 49(7):707-12).



43

51. Kalia M. Neurobiological basis of depression: an update. Metabolism. 2005; 54(5):24-7.

52. Brunello N, Mendlewicz Z, Kasper S, Leonard B, Montgomery S, Nelson J et al.The role of
noradrenaline and selective noradrenaline reuptake inhibition in depression. Eur
Neuropsychopharmacol. 2002; 12(5):461-75.

53. Ressler KJ, Nemeroff CB. Role of norepinephrine in the pathofisiology and treatment of
mood disorders. Biol Psychiatry. 1999; 46:1219-33.

54. Sapolski RM. Glucocorticoids and hippocampal atrophy in neuropsychiatry disorders. Arch
Gen Psychiatry. 2000; 57:925-35.

55. Sonino N, Fava GA. Psychosomatic aspects of Cushing’s disease. Psychother Psycosom.
1998; 67:140-6.

56. Starkman MN, Giordani B, Gebarski SS, Berent S, Schork MA, Schteingart DE. Decrease in
cortisol reverses human hippocampal atrophy following treatment of Cushing's disease. Biol
Psychiatry. 1999; 46 (12): 1595-602.

57. Roy A, Rylander G, Sarchiapone M. Genetics of suicides. Family studies and molecular
genetics. Ann N'Y Acad Sci. 1997; 836: 135-57.

58. Brent DA, Mann JJ. Family genetic studies, suicide and suicidal behavior. Am J Med Genet
C Semin Med Genetics. 2005; 133C:13-24.

59. James JW. Frequency in relatives for an all-or-none trait. Ann Hum Genet. 1971; 35:47-9.

60. Risch N. Assessing the role of HLA-linked and unlinked determinants of disease. Am J Hum
Genet. 1987 40:1-14.

61. Klerman GL, Weissman MM. Increasing rates of depression. JAMA. 1989; 261(15):2229-
2235.

62. Mann JJ. Role of the serotoninergic system in the pathogenesis of major depression and
suicidal behavior. Neuropsychopharmacology. 1999; 25:99S-105S.

63. Schlicker E, Goéthert M. Interactions between presynaptic alphas-autoreceptor and
presynaptic inhibitory heteroreceptors on noradrenergic neurons. Brain Res Bull, 1998; 47:129-
32.

64. Callado L, Meana JJ, Grijalba B, Pazos A, Sastre M, Garcia-Sevilla JA. Selective increase of
axa-adrenoceptor agonist binding sites in brains of depressed suicide victims. J Neurochem,
1998; 70:1114-23.

65. Garcia-Sevilla JA, Escriba PV, Ozaita A, La Harpe R, Walzer C, Eytan A et al. Up-regulation
of immunolabeled as-adrenoceptors, Gi coupling proteins and regulatory receptor kinases in the
prefrontal cortex of depressed suicides. J Neurochem. 1999; 72:282-91.

66. Mendelson SD. The current status of the platelet 5-HT,s receptor in depression. J Affect
Disord. 2000; 57:13-24.



44

67. Escribd PV, Ozaita A, Garcia-Sevilla JA. Increased mRNA expression of a2A-
Adrenoceptors, Serotonin Receptors and p-Opioid Receptors in the Brains of Suicide Victims.
Neuropsychopharmacol, 2004; 29(8):1512-21.

68. Esteban S, Llado J, Garcia-Sevilla JA. a2-autoreceptors and a2-heteroreceptors modulating
tyrosine and tryptophan hydroxylase activity in the rat brain in vivo: an investigation into the a2-
adrenoceptor subtypes. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol. 1996; 353:391-399.

69. Invernizzi RW, Parini S, Sacchetti G, Fracasso C, Caccia S, Annoni K et al. Chronic
treatment with reboxetine by osmotic pumps facilitates its effect in extracellular noradrenaline
and may desensitize a,-adrenoceptors in the prefrontal cortex. Br J Pharmacol. 2001; 132:183-
8.

70. Sequeira A, Mamdani F, Lalovic A, Anguelova M, Lesage A, Seguin M et al. Alpha 2A
adrenergic receptor gene and suicide. Psychiatry Res. 2004; 125(2):87-93.

71. Feng J, Sobell JL, Heston LL, Goldman D, Cook Jr E, Kranzler HR et al. Variants in the
alpha2A-adrenergic receptor gene in psychiatric patients. Am J Med Genet. 1998; 81: 401-405.

72. Small KM, Forbes SL, Brown KM, Liggett SB. An asn to lys polymorphism in the third
intracellular loop of the human alpha 2a-adrenergic receptor imparts enhanced agonist-
promoted Gi coupling. J Biol Chem. 2000; 275:38518-23.

73. Comings DE, Johnson JP, Gonzalez NS, Huss M, Saucier G, McGue M et al. Association
between alpha 2A receptor gene (ADRA2A) and measures of irritability, hostility, impulsivity and
memory in normal subjects. Psychiatr Genet. 2000; 10(1):39-42.

74. Belfer |, Buzas B, Hipp H, Phillips G, Taubman J, Lorincz | et al. Haplotype-based analysis of
alpha 2A, 2B and 2C adrenergic receptor genes captures information on common functional loci
at each gene. J Hum Genet. 2005; 50(1):12-20.

75. MacDonald E, Kobilka BK, Scheinin M. Gene targeting-homing in on alpha 2-adrenoceptor-
subtype function. Trends Pharmacol Sci. 1997; 18:211-9.

76. Garcia-Sevilla JA, Escriba PV, Ozaita A, La Harpe R, Walzer C, Eytan A et al. Up-regulation
of immunolabeled as-adrenoceptors, Gi coupling proteins and regulatory receptor kinases in the
prefrontal cortex of depressed suicides. J Neurochem, 1999; 72:282-91.

77. Small KM, Liggett SB. Identification and functional characterization of alpha(2)-adrenoceptor
polymorphisms. Trends Pharmacol. 2001; 22:471-7.

78. Moller S, Vilo J, Cronign MDR. Prediction of the coupling of G protein coupled receptors to
their G proteins. Bioinformatics. 2001; 17(1):S174-81.

79. Simon MI, Strathmann MP, Gautam N. Diversity of G proteins in signal transduction.
Science. 1991;252:802-8.

80. Marinissen MJ, Gutkind JS. G-Protein-coupled receptors and signaling networks: emerging
paradigms. Trends Pharmacol Sci. 2001;22:368-76.



45

81. Lujan R. Bases moleculares de la sefializacion neuronal. Ciencia al Dia Internacional
(periédico na internet). 2004 (acesso em 2006). 19 p. Disponivel em:
www.sunsite.dcc.uchile.cl/ciencia/CienciaAlDia/volumen5/numero2/articulos/articulos5.html

82. Dwivedi Y, Rizavi HS, Conley RR, Roberts RC, Tamminga CA, Pandey GN. mRNA and
protein expression of selective alpha subunits of G proteins are abnormal in prefrontal cortex of
suicide victims. Neuropsychopharmacology, 2002; 27(4):499-517.

83. Gonzalez-Maeso J, Rodriguez-Puertas R, Meana JJ, Garcia-Sevilla JA, Guimoén J.
Neurotransmitter receptor-mediated activation of G-proteins in brains of suicide victim with mood
disorders: selective supersensitivity of aza-adrenoceptors. Mol Psychiatry. 2002; 7:755-67.

84. Garcia-Sevilla JA, Guimén J, Garcia-Vallejo P, Fuster MJ. Biochemical and functional
evidence of supersensitive platelet a,-adrenoceptors in major affective disorder: effect of long-
term lithium carbonate treatment. Arch Gen Psychiatry, 1986; 43:51-7.

85. Cowburn RF, Marcusson JO, Eriksson A, Wiehager B, O’'Neill C. Adenyl cyclase activity and
G-protein subunit levels in postmortem frontal cortex of suicide victims. Brain Res. 1994;
633:297-304.

86. Lowter S, Crompton RM, Katona CLE, Horton RW. GTPyS and forskolin-stimulated adenylyl
cyclase activity in post-mortem brain from depressed suicides and controls. Mol Psychiatry.
1996; 1:470-7.

87. Pereira MLS, Leistner S, Matte U. Protocolos laboratoriais de analise molecular para
investigacao de doencas genéticas. Revista do HCPA. 2001; 21(3):321-8.

88. Newton CR, Graham A, Heptinstall LE, Powell SJ, Summers C, Kalsheker N et al. Analysis
of any point mutation in DNA. The amplification refractory mutation system (ARMS). Nuclei
Acids Res. 1989; 17(7):2503-16.

89. Hoifodt TS, Talseth AG. Dealing with suicidal patients — a challenging task: a qualitative
study of young physicians’ experiences. BMC Med Educ. 2006; 6:44.

90. Raue PJ, Brown EL, Meyers BS, Schulberg HC, Mruce ML. Does every allusion to possible
suicide require the same response? J Fam Pract. 2006; 55(7): 605-12.

91. Meleiro AMAS, Fensterseifer L, Werlang BS. Esforcos para prevencgdo. In: Werlang BG,
Botega NJ, editores. Comportamento suicida. Porto Alegre: Artmed, 2004. p. 141-152.

92. Bertolote JM, Fleischmann A. Suicidio e doenca mental: uma perspectiva global. In: Werlang
BG, Botega NJ, editores. Comportamento suicida. Porto Alegre: Artmed, 2004. p. 35-44.



VII. ARTIGO (Versao em inglés)

46



47

N251K polymorphism in the a,,-adrenoceptor gene and suicide attempt

Luciane Cauduro Lima, Biochemist ®

Jair Segal, Psychiatrist °

Rafael Rebelo e Silva, student ©

Clarissa Pujol, Biologist °

Sandra Leistner-Segal, Biologist °*

@ Biochemist, student of Post Graduation Program in Medicine: Medical Sciences, Federal University of
Rio Grande do Sul.

b Psychiatrist, Psychiatric physician of Hospital de Pronto Socorro of Porto Alegre, master degree in
Psychiatry, Federal University of Rio Grande do Sul.

° Graduate Student of Biological Sciences of Pontificia Universidade Catolica of Rio Grande do Sul

d .Biologist, student of Post Graduation Program in Medicine: Medical Sciences, Federal University of Rio
Grande do Sul.

° Biologist of Medical Genetics Service of Hospital de Clinicas of Porto Alegre, Professor of the Post
Graduation Program in Medicine: Medical Sciences, Federal University of Rio Grande do Sul.

* Corresponding author: Rua Ramiro Barcelos, 2350, 90035-903, Porto Alegre, RS, Brazil. Tel.: +55 51
21018011; fax: +55 51 21018010. e-mail: ssegal@hcpa.ufrgs.br

Word counts: 1621 words.



48

Abstract:

Objectives: To determine the frequency of N251K polymorphism in depressed patients who
attempted suicide and compare with the frequency found in a control sample.

Methods: Genomic DNA from 123 patients and 197 controls was analyzed. The analyses were
performed by allele-specific PCR technique.

Results: There were no patients carrying the K allele in our sample, but two controls were
heterozygous for the polymorphism. The results of frequency for the control sample (0.5%) were similar to
that found in the literature, except for the African American population.

Conclusion: The data obtained show that the N251K polymorphism in the ay-adrenoceptor is not
related with attempted suicide in our sample. The investigated polymorphism in the present study
represents just a small alteration within the whole gene, our negative results do not exclude the influence
of other polymorphisms or genes related to the norepinephrine metabolism and vulnerability to suicide
attempts in depressed patients.

Clinical Implications
e Genetic factors could help clinician to predict the risk of suicide attempt.
e The knowledge of new polymorphisms and genes can help in adequation of therapy for depressed
patients.
e Determination of K allele frequency in a South Brazilian sample.
Limitations
e The polymorphism has low frequency.
e The sample of the study is limited.

e Our sample is unique, as our population is very admixtured.

Key-words: depression, suicide, ay,-adrenoceptor, polymorphism, N251K

Word counts: 219 words.
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Introduction

Depression is a common clinical condition, disabiliting and often difficult to be treated (1).
The major depressive disorder, in addition to alcoholic dependence, infant physical abuse, social
phobia, conduct disorder and African ethnicity is one of the factors more associated to suicide
attempt (2,3). Data from literature show that both depression and genetic factors could

contribute to suicidal behavior and suicide attempt.

The risk of suicide in a depressed patient is estimated in 2.2% (4). In a study of cases
performed by Bertolote et al. (5), 53% of the patients who had committed suicide had been
diagnosed with depression. It was suggested that depressed patients have a risk of committing

suicide 60-70% higher than the general population (6).

The participation of determined polymorphism can support or provide higher vulnerability
to some patients, when submitted to specific conditions of stress. We know that some patients
who attempted suicide have familiar history of suicide and attempts. As the molecular basis of
depression and suicide are not completely understood, many studies are been accomplished for

the understanding of these conditions.

Despite of limited knowledge about suicide neurobiology, evidences prove that there are
3 neurobiological systems involved in the pathophysiology of suicidal behavior: hyperactivity of
hypothalamic-hypophyses-adrenal axis, disfunction of serotoninergic system and excessive

activity of noradrenergic system (7,8,9).

Altered levels of aa-adrenoceptors observed in suicides could be a consequence of
genetic variation in the gene of this receptor, leading to an increased predisposition to suicidal
behavior (10). Different genetic variants in the gene of ass-adrenoceptor have been identified by
Feng et al. (11). One of them, the N251K polymorphism, located at nucleotide 753, causes a

functional alteration in the receptor (12).
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The subtype a,s is found predominant in the central nervous system. The gene that
encodes the aza-adrenoceptor is located in chromosome 10, between q24 and g26 regions, has

3.7 Kb and with no introns (12).

We studied the presence of N251K polymorphism in patients who attempted suicide and
compared with a control population, with the objective of determining its frequency in both

groups studied and to compare the data obtained with previously reported data.
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Methods

We studied 123 patients older than 18 years (mean age 35 years) admitted to an
Emergency Hospital due to serious suicide attempt. Diagnostic assessment of these patients
was made by clinical psychiatric interview and Mini International Neuropsychiatric Interview
(MINI) for adults. Patients who did not fulfill diagnostic criteria for major depressive disorder were
excluded from the sample. The Beck’s Suicidal Intention Scale (SIS) was used for the patients,
including 15 items, each scored 0 to 2 (13).

Suicide attempts were classified as violent (65) and non-violent (56) according to Asberg
et al. (14) criteria. Injuries by cutting (n=08), piercing objects (n=06), gunfire (n=10), poisoning by
chemicals (n=15), burns (n=14), hanging (n=03), fall from heights (n=06) and car hit (n=03) were
considered violent attempts, while all non-violent attempts were due to drug intoxications (15).

The patients were invited to participate and informed about the objectives of the study,
risks and benefits for them and their families. All the patients read and signed the informed
consent term.

The anonymous controls used were collected from 197 blood donor volunteers of the
Hospital de Clinicas of Porto Alegre. This sample represented the prevalence of N251K
polymorphism in a healthy blood donor group of Porto Alegre.

The present study was approved by the research ethics committee of the Hospital de
Clinicas of Porto Alegre, as well as National Council of Research Ethics (CONEP).

The genomic DNA was isolated from 5mL of whole blood collected from peripheral
venous punction, according to the salt precipitating method described by Miller et al. (16). The
isolated DNA was conserved in a Tris-EDTA 0.1M (10mM Tris-HCI pH 7.5 and 1mM EDTA pH
8.0) solution and stored at -20°C, in a DNA bank numbered and identified for the patients and

unidentified for controls.
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The amplification of the aza-adrenoceptor gene, where the polymorphism is located, was
performed by the Polymerase Chain Reaction (PCR), according to the technique used by
Sequeira et al. (2004). We performed allele-specific PCR, using one forward primer (5
GCCGCGCTGCGAGATCAACGA 37) and two reverse primers (5
TGCGCTCGGGGCCCAGACCG 3" - N allele and 5° TGCGCTCGGGGCCCAGACCC 3’ - K
allele). For each reaction tube was used: 100ng of DNA, Buffer 1X (200mM Tris-HCI - pH 8.4
and 500mM KCI) (Invitrogen); 1.5mM MgCI;, (Invitrogen); 0.2 mM DNTP (Sigma); 2uL of Q
Solution (Qiagen); 0.5U of Tag DNA (Invitrogen) and 10pmol of forward primer and 10pmol of
one of the reverse primer, in a total volume of 10uL. Each PCR reaction consisted of an initial
denaturation at 94°C for 5 min, followed by 40 cycles of 30 sec of denaturation at 94°C, 30 sec
of annealing at 65°C and 30 sec of extension at 72°C. A final extension step was performed for 5
min at 72°C.

For each sample, two PCR reactions were performed, one with each reverse primer.
PCR products (220bp) were visualized in a 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide, to
check for the presence of the K or N allele (Figure 1).

The statistical analysis was restricted to the calculation of allele and genotype
frequencies found in patients and controls and compared with literature data. Medcalc v. 9.2.0.1
statistical program was used for statistical analysis. The Fisher's exact test was used to

calculate allele frequency and chi-square to calculate genotype frequency.
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Results

The total sample was composed by 320 individuals, 197 controls and 123 patients who
attempted suicide, diagnosed with major depressive disorder according to DSM-IV.

Social-demographic and cultural data were presented in a previous study from our group
(15). We found a higher frequency of suicide attempts in married Caucasian males with lower
school level (elementary school) and presenting alcohol abuse as commorbity. In the same
paper, alcohol abuse concomitantly to the suicidal act was encountered more often in patients
with violent suicide compared to those who attempted suicide by non-violent means.

In the majority of the cases, violent attempts were made by men while non-violent were
performed by most women. These data are in accordance with several studies reported
worldwide.

As shown in table 1, there were no patients carrying the N251K polymorphism in our

sample. In the control sample, two donors were heterozygous for the polymorphism.
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Discussion

In the study presented by Sequeira et al. (10), 96 patients and 124 controls were
analyzed. This group found a N251K frequency of 3% for patients and 0% for controls.
Comparing the allele frequency obtained by Sequeira et al. (10) with data found in the present
study, we observed a statistically significant difference for patients (P = 0.016). For controls, the
results are not statistically significant (P = 0.5251).

In 2005, Martin-Guerrero et al. (17) published a study about N251K polymorphism in
suicide brains and they do not found any relation between K allele and suicide. The study was
performed in a sample of 214 brains and 176 controls and no carrier was observed. In relation to
our data, there is no statistical difference (P = 0.5).

Our results, as well as Martin-Guerrero’s (17) did not indicate relation among K allele and
suicide attempt, but we found a N251K frequency of 0.5% for controls. Despite of not having
information about ethnicity of controls, these data are similar to that presented in the literature
for Caucasians, whose K allele frequency is 0.4%. Comparing with data for African Americans,
with frequency of 5% for K allele (12), there is a statistically significant difference (P = 0.0005),
showing that the frequency in African Americans is higher than our studied control population.

As the frequency of the polymorphism is too low, we could not demonstrate the
difference among patients and controls. When comparing to literature data, significant
differences were observed in relation to the Canadian patients sample and controls of African
American ethnicity.

There are no available data regarding the K allele frequency in our country, nevertheless,
frequencies can be different depending on the region studied, due to different colonization and
the admixture it caused within Brazil. The data available in the literature show that N251K
frequency in African Americans is 5%, compared with 0,4% in Caucasians (12). Because the
African influence in the south region of Brazil is lower than other areas, this could explain the

absence of the K allele frequency in our sample.
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The N251K polymorphism is a functional amino acid substitution that confers significantly
increased agonist-promoted binding to Gi, leading to greater inhibition of adenil ciclase,
activation of MAP kinase signaling and stimulation of inositol phosphate accumulation (12),
resulting in a gain of function of the receptor. These findings have been mentioned in brain of
depression and suicide victims (18). The polymorphism investigated in the present study
represents an alteration within the whole gene; other not investigated polymorphisms could be
involved in suicide attempt. Our negative results do not exclude the influence of other
polymorphisms or related genes involved in the norepinephrine metabolism.

Due to the alteration caused by N251K polymorphism, some studies suggest its
importance in depression predisposition (10,12,20,21,22). However, this polymorphism has a
very low frequency to support this hypothesis. The absence of N251K functional polymorphism
in depressed patients and/or suicide suggests that other factors that could affect the aoa-

adrenoceptor function should be evaluated.
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Conclusions

There was no evidence of association between N251K polymorphism and suicide
attempt in our sample population. The K allele frequency found in the control sample is similar to
that referred in the literature, when compared to other populations already studied, except for
African Americans. Such studies need to be replicated in other populations and with a larger
number of participants, for a better comprehension regarding the roles of norepinephrine system

and the genes involved in suicide behaviour.
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Figure
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Figure 1: 1.5% agarose gel. Left panel: forward primer + reverse primer (K allele); right
panel: forward primer + reverse primer (N allele). Lines 1 and 1a are negative controls
(blank) for each PCR reaction; lines 2, 2a, 3, 3a, NK heterozygous controls, lines 4, 4a, 5,
5a, 6, 6a, 7, 7a, 8, 8a, NN homozygous patients; M, 1Kb plus DNA ladder.
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Table

Table 1: Allele and genotype frequency in patients and controls

Patients Controls
Allele
N 246 (1) 392 (0.995)
P =0.526
K 0 (0) 2 (0.005)
Genotype
NN 123 (1) 195 (0.99)
x?=0.154
NK 0 (0) 2 (0.01)
P =0.6951
KK 0 (0) 0 (0)

IC 95%
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Resumo:

Objetivos: Determinar a freqiiéncia do polimorfismo N251K gene do receptor aa-adrenérgico em
uma amostra de 123 pacientes que tentaram o suicidio e comparar com a frequiéncia de uma amostra
controle.

Métodos: Foram analisadas amostras de DNA gendmico de 123 pacientes e 197 controles. As
analises foram realizadas através da técnica de PCR alelo especifico.

Resultados: Nao encontramos nenhum paciente portador do alelo K na amostra, mas
encontramos dois controles heterozigotos para o polimorfismo. O resultado de freqUéncia para a amostra
controle (0,5%) foi semelhante aqueles encontrados na literatura, exceto quando comparado a populagéo
americana de origem africana.

Concluséo: Os dados obtidos demonstram que o polimorfismo N251K no gene do receptor Qoa-
adrenérgico nao esta relacionado a tentativa de suicidio. O polimorfismo investigado representa apenas
uma parte de todo o gene, nosso resultado negativo ndo exclui a relagdo de outros polimorfismos ou
genes relacionados ao metabolismo da noradrenalina e vulnerabilidade a tentativa de suicidio em
pacientes deprimidos.

Implicagdes clinicas
e Fatores genéticos poderiam ajudar o medico assistente a predizer o risco de tentative de suicidio.
e A descoberta de novos polimorfismos e genes pode ajudar na adequagéo de tratamento para
pacientes com depresséo.
e Determinacgéo da frequiéncia do alelo K numa amostra do sul de Brasil.
Limitacbes
e O polimorfismo possui uma baixa freqiiéncia.
e A amostra do nosso estudo foi limitada.
e Nossa amostra é Unica, ja que nossa populagédo € muito miscigenada..
Palavras-chave: depresséo, suicidio, receptor a,,-adrenérgico, polimorfismo, N251K

Contagem de palavras: 219 palavras.
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Introducéao

A depressdo € uma condigdo clinica comum, desabilitante e normalmente dificil de ser
tratada (1). O transtorno depressivo maior, juntamente com dependéncia etilica, abuso fisico na
infancia, fobia social, desordem de conduta e etnia africana, € um dos fatores mais associados
a tentativa de suicidio (2,3). Dados da literatura demonstram que tanto a depressao quanto
fatores genéticos podem ser fatores desencadeantes ou contribuintes para o comportamento

suicida e a tentativa de suicidio.

O risco de suicidio em pacientes com depressao é estimado em 2,2% (4). Em um estudo
de casos feito por Bertolote e cols. (5), foi reportado que 53% dos pacientes que haviam
cometido suicidio teriam sido diagnosticados com depresséo. Foi sugerido que pacientes com
depressao teriam um risco de cometer suicidio de 60% a 70% maior que a populagdo em geral
(6).

A participagdo de determinado polimorfismo pode favorecer ou fornecer uma
vulnerabilidade maior a determinados individuos, quando submetidos a condi¢des especificas
de estresse, os quais podem tentar o suicidio. Sabe-se que muitos pacientes que tentaram o
suicidio tém histérico familiar de suicidio e de tentativas por familiares. Como as bases
moleculares da depressao e do suicidio ndo estdo completamente entendidas, diversos estudos

estdo sendo realizados para que estas condigdes sejam melhores entendidas.

Apesar do conhecimento sobre a neurobiologia do suicidio ainda ser limitada, evidéncias
comprovam que existem 3 sistemas neurobioldgicos envolvidos na patofisiologia do
comportamento suicida: hiperatividade do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal, disfungdo do
sistema serotoninérgico e atividade excessiva do sistema noradrenérgico (7,8,9).

Os niveis alterados do receptor a,, observado em suicidas, pode ser conseqliéncia de
uma variabilidade genética no gene deste receptor, ocasionando um aumento da predisposi¢ao

ao comportamento suicida (10). Diversas variantes genéticas no gene do receptor a,s foram
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identificadas por Feng e cols. (11). Uma delas, o polimorfismo N251K, localizado na base 753,

leva a uma alterag&o funcional do receptor (12).

O subtipo aya € predominantemente encontrado no sistema nervoso central. O gene que
codifica o receptor a,a situa-se no cromossomo 10, ente as regides 24 e q26. O gene nao

possui introns e tem 3,7 Kb de comprimento (12).

O objetivo deste trabalho foi verificar a associagdo entre a freqliéncia do alelo K em

pacientes deprimidos que tentaram o suicidio comparados com uma amostra controle.

Métodos

Participaram do estudo 123 pacientes deprimidos que tentaram o suicidio que
internaram por tentativa de suicidio grave no Hospital de Pronto Socorro e que necessitavam
cuidados médicos hospitalares em enfermaria de emergéncia ou unidade de tratamento
intensivo devido ao risco de morte. A avaliagdo diagnéstica destes pacientes foi feita através de
entrevista psiquiatrica clinica e por entrevista diagnodstica padronizada breve Mini International
Neuropsychiatric Interview (MINI) para adultos. Esta amostra de pacientes tinha média de idade
de 35 anos (18 a 65 anos). Foram excluidos da amostra os pacientes que ndo preencheram os
critérios diagndésticos para depressao maior. A Escala de Intengao de Suicidio de Beck (SIS) foi
aplicada nos pacientes. A versao final do SIS inclui 15 itens com escore variando de 0 a 2.
Alguns itens nao sao incluidos no escore total (13). As tentativas de suicidio foram classificadas
como violentas ou nao-violentas de acordo com os critérios propostos por Asberg e cols. (14).
As tentativas de suicidio violentas (n=65) ocorreram por ferimentos por armas de fogo (n=10),
queimaduras (n=14), enforcamento (n=03), ferimentos por objetos cortantes (n=08) ou
penetrantes (n=06), envenenamento por substancias quimicas (n=15), queda de altura (n=06) e
atropelamento (n=03), enquanto que a intoxicagcdo medicamentosa (n=56) foi considerada

tentativa de suicidio ndo-violenta (15).
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Os pacientes foram convidados a participar do estudo, informados dos objetivos, riscos e
beneficios do mesmo para o paciente e seus familiares. Todos os pacientes leram e assinaram
um termo de consentimento informado.

As amostras controle utilizadas no estudo foram provenientes de 197 doadores
voluntarios nao identificados, do Banco de Sangue do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.
Esta amostra representou a prevaléncia do polimorfismo N251K num grupo de doadores
saudaveis de Porto Alegre.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, bem como pelo Conselho Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP).

Amostras de DNA gendmico foram extraidas a partir de 5ml de sangue total coletado
através de puncgao venosa periférica, conforme o método de precipitacao de sais descrito por
Miller e cols. (16). O DNA extraido foi conservado em uma solugéo de Tris-EDTA 0,1M (Tris-HCI
10mM pH 7,5 e EDTA 1mM pH 8,0) e armazenado em freezer, a uma temperatura de -20°C, em
um banco de DNA numerado e identificado para os pacientes e num banco nao identificado
para os controles.

Seguiu-se com a amplificagdo do gene do receptor aza-adrenérgico, onde se encontra o
polimorfismo, pela Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), tendo como base a técnica de
Sequeira e cols. (10). Foi feito um PCR alelo-especifico, utilizando um primer forward (5
GCCGCGCTGCGAGATCAACGA 39) e dois primers reversos (5
TGCGCTCGGGGCCCAGACCG 3" - alelo N e 5" TGCGCTCGGGGCCCAGACCC 3’ - alelo K).
Na PCR foi utilizado em cada tubo: tampé&o Invitrogen 1X (200mM Tris-HCI - pH 8,4 e 500mM
KCI); 1,5mM de MgCl,; 0,2 mM DNTP Sigma; 2uL de Q Solution (Qiagen); 0,5U de Tag DNA
polimerase Invitrogen e 10pmol do primer forward e 10pmol de um dos primers reverso, em um
volume final de reacdo de 10uL. Cada reacdo de PCR consistia de uma desnaturagao inicial de

94°C por 5 min, seguido de 40 ciclos de 30 seg de desnaturagcéo a 94°C, 30 seg de anelamento



68

a 65°C e 30 seg de extensdo a 72°C. Um passo de extensdo final foi realizado por 5 min a
72°C.

Para cada amostra, eram realizadas duas reacdes de PCR, uma com cada primer
reverso. O produto da PCR (220pb) foi checado em gel de agarose 1,5% para que fosse
evidenciada a amplificagdo com um ou outro primer reverso (alelo K ou alelo N) (figura 1).

A analise estatistica se restringiu ao calculo da freqiéncia dos alelos e dos gendtipos
encontrados nos pacientes e nos controles utilizados e comparacdo com os dados da literatura.
Foi utilizado o programa estatistico Medcalc v 9.2.0.1 para a analise estatistica. A freqiiéncia

alélica foi analisada por teste exato de Fisher e a freqliéncia genotipica por qui-quadrado.
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Resultados

A amostra total constitui-se de 320 individuos, sendo 197 controles e 123 pacientes com
depressao maior segundo DSM-IV que tentaram o suicidio.

Os dados socio-demograficos e culturais da amostra ja foram apresentados em um
estudo anterior de nosso grupo (15) e serao discutidos adiante.

Conforme pode ser observado na tabela 1, ndo foram encontrados pacientes portadores
do polimorfismo N251K em nossa amostra. Dentre a amostra controle, encontramos 2 doadores

heterozigotos para o polimorfismo.
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Discusséo

No estudo feito por Sequeira e cols. (10) em uma amostra da populagdo canadense,
foram analisados 96 pacientes suicidas e 124 controles. Este grupo encontrou uma freqiéncia
do polimorfismo N251K de 3% para os casos de suicidio € 0% para a amostra controle. Quando
comparamos a freqliéncia alélica obtida por Sequeira e cols. (10) com os dados encontrados no
presente estudo, encontramos diferenca estatisticamente significativas para o grupo de
pacientes (P = 0,016). Ja para os controles, os resultados nado sado estatisticamente
significativos (P = 0,5251).

Em 2005, Martin-Guerrero e cols. (17) publicaram um estudo sobre a analise do
polimorfismo N251K em cérebro de suicidas de origem espanhola e ndo evidenciaram
correlacédo entre o alelo K e suicidio. Este estudo foi realizado numa amostra de 214 cérebros
de suicidas e 176 controles e nao foi encontrado nenhum portador do polimorfismo. Em relagao
aos dados obtidos, ndo existe diferenca estatisticamente significativa (P = 0,5).

O resultado do nosso estudo, assim como Martin-Guerrero e cols. (17) ndo evidenciou
relacdo entre o alelo K e a tentativa de suicidio, mas encontramos uma freqiéncia do
polimorfismo de 0,5% para a amostra controle. Apesar de nao termos informacdes quanto a
descendéncia étnica dos controles, estes dados condizem com dados que a literatura dispoe
para caucasianos, onde a frequéncia do alelo K é 0,4%. Comparando com os dados para
negros americanos, cuja frequéncia do alelo K é 5% (12), existe diferenga significativa (P =
0,0005), mostrando que a freqiéncia em negros americanos € maior que a populagao controle
estudada.

Como a frequiiéncia do polimorfismo € muito baixa, ndao pudemos comprovar a diferenca
entre casos e controles. As comparagcbes quanto aos dados da literatura mostraram diferencas
significativas dos resultados encontrados com relagdo a amostra de casos canadense e aos

controles de origem negra.
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Nao existem dados na literatura quanto a freqléncia do alelo K, muito embora
freqUéncias encontradas em uma regido do Brasil podem ser diferentes da freqiiéncia de outra
regido devido a diferengca de misturas na populacdo. Como a literatura relata que a frequéncia
em negros € maior do que em caucasianos (12), em regides onde existe maior niumero de
descendentes negros o polimorfismo pode ser mais frequiente.

O polimorfismo N251K leva a uma alteragcado funcional do receptor, causando uma
alteracdo no processo de acoplamento do neurotransmissor com a proteina-G, resultando em
ganho de funcao do receptor (12). Este polimorfismo faz com que haja um aumento na inibigao
da adenil-ciclase e conseqlente aumento da atividade da proteina quinase. Estes achados tém
sido frequentemente relatados em cérebro de vitimas de depressido e suicidio (18). Dados
disponiveis na literatura demonstram que a frequéncia do polimorfismo N251K em negros
americanos é de 5%, comparado com uma frequéncia de 0,4% em caucasianos (19).

O polimorfismo investigado em nosso artigo representa apenas uma parte de todo o
gene, ainda ha a possibilidade de que outros polimorfismos ndo investigados estejam
envolvidos com a tentativa ao suicidio. Nosso resultado negativo ndo exclui a influéncia de
outros polimorfismos ou genes relacionados com o metabolismo da noradrenalina.

Conforme trabalho anterior de nosso grupo, estudando o polimorfismo do gene
transportador da serotonina (15) mostrou que na nossa amostra os homens de origem
caucasiana, em sua maioria casados, com baixo nivel de escolaridade tendem a cometer mais
tentativas de suicidio e apresentam como comorbidade o abuso de bebidas alcéolicas. O uso
de bebidas alcodlicas concomitantemente ao ato suicida esteve mais presente naqueles
pacientes que realizaram tentativas violentas de suicidio comparadas aos que tentaram com
métodos ndo - violentos. Na maioria dos casos, as tentativas violentas de suicidio foram feitas
por homens enquanto as nao-violentas foram realizadas pela maioria das mulheres. Estes

dados estdo em conformidade com diversos estudos da literatura.
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Devido a alteragdo causada pelo polimorfismo N251K, muitos estudos sugerem sua
importancia na predisposi¢do a depressao (10,12,20,21,22), Todavia, este polimorfismo tem
uma freqiiéncia muito baixa para apoiar esta hipétese. A auséncia deste polimorfismo funcional
na depressao e/ou suicidio sugere que outros fatores que afetam o funcionamento do receptor

aza-adrenérgico deveriam ser avaliados.
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Conclusao

Nao foi evidenciada relagdo entre o polimorfismo N251K e a tentativa de suicidio na
amostra de pacientes analisada. A frequiéncia do alelo K encontrada na amostra de controles é
semelhante aquela relatada na literatura, quando comparada a outras populagdes ja estudadas,
exceto com negros americanos. Dessa forma, mais estudos necessitam ser replicados em
outras populagdes e com um numero maior de participantes para uma melhor compreenséo do
papel da via noradrenérgica e os genes envolvidos em tais situacdes que podera nos auxiliar na

prevengao deste evento que causa tanta morbidade e aumento da mortalidade.
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Figura
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Erro!

Figura 1: Gel de agarose 1,5%. Painel esquerdo: primer forward + primer reverso (alelo
K); painel direito: primer forward + primer reverso (alelo N). Linhas 1 e 1a estédo os
controles negativos (branco) de cada reagao; linhas 2, 2a, 3, 3a, controles heterozigotos
NK, linhas 4, 4a, 5, 5a, 6, 6a, 7, 7a, 8, 8a, pacientes homozigotos NN; M, marcador de peso

molecular 1Kb plus.



Tabela

Tabela 1: Freqliéncia alélica e genotipica em pacientes e controles

Pacientes Controles
Alelo
N 246 (1) 392 (0,995)
P =0,526
K 0 (0) 2 (0,005)
Genétipo
NN 123 (1) 195 (0,99)
x?=0,154
NK 0 (0) 2 (0,01)
P =0,6951
KK 0 (0) 0 (0)

IC 95%
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IX. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

A depressao € um transtorno complexo e multifatorial, com importantes fatores genéticos
€ nao-genéticos contribuindo para a condicdo. Novas hipdéteses sobre mecanismos de
susceptibilidade a depressédo tém produzido novos genes candidatos. Também sera possivel
estudar interagdes entre genes e ambiente pela condugédo de estudos moleculares em larga
escala de amostras provenientes de estudos longitudinais ou coorte e pela medida destas

variaveis em amostras coletadas para estudos genéticos (2).

Um melhor entendimento, tanto da neurobiologia, quanto da herdabilidade do suicidio
pode ajudar a diagnosticar popula¢des de risco e ajudar no desenvolvimento de tratamentos e

intervencdes mais eficazes.

Existem alguns farmacos que atuam na recaptagcédo da noradrenalina que sao utilizados
no tratamento da depressao (reboxetina), logo, um melhor entendimento da neurobiologia da
depressao e do suicidio pode colaborar para o desenvolvimento de novos medicamentos para o
tratamento destas condi¢gdes. A farmacogenética ajuda a otimizar o tratamento para cada
paciente, com a ajuda da investigagdo molecular, um tratamento mais adequado e eficaz pode
ser escolhido para cada individuo ou grupo de individuos, dependendo da presenga ou

auséncia de determinados polimorfismos.
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X. ANEXO |

Termo de Consentimento Informado

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 informacgbes sobre os possiveis motivos e causas que possam ter
levado a tentativa de suicidio e assim buscar o tratamento adequado para cada situagao. Os
pacientes que buscam o HPS serado convidados a participar de um estudo sobre o suicidio que
envolve a avaliagdo genética. Essa avaliagédo serda feita a partir da coleta de 10ml de sangue
dos pacientes que aceitarem participar deste projeto. A razdo de se estudar o sangue dos
pacientes é que se sabe que ha uma possivel relagdo genética com condutas autodestrutivas,
incluindo o suicidio e a impulsividade. Assim, através da andlise de sangue, se investigara a
presenca de um fator que pode estar relacionado com o desenvolvimento da doencga depressiva
e com o suicidio. Gostariamos de solicitar também a sua autorizagado para que seu material
continue armazenado em nosso laboratério para que possa eventualmente ser utilizado em
outros projetos, visto que diversos outros genes candidatos tém sido estudados permitindo uma
melhor compreenséo dos aspectos bioldgicos que envolvem o suicidio.

Risco e Desconforto

Os riscos associados a coleta de sangue s&do minimos, podendo ocorrer manchas roxas
e dor no local da coleta. O desconforto sera minimo, pois a coleta sera realizada por profissional
treinado e experiente.

Beneficios

Os beneficios trazidos pelo estudo sao indiretos. Ele podera contribuir para uma melhor
compreensado a respeito do suicidio, o que no futuro levara a uma melhor definicdo do
diagnéstico,fatores de risco e vulnerabilidade, progndstico desses pacientes e ao
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais efetivas para esta situagao.

Recusa ou Descontinuacdo da participacao

Eu entendo que a minha participacdo neste estudo € voluntaria. Posso retirar meu
consentimento e interromper minha participagdo a qualquer momento. A recusa em participar
ou a desisténcia ndo ocasionara nenhum prejuizo aos cuidados médicos que estou recebendo
nem esta condicionado a continuidade e a qualidade 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 duvidas esclarecidas por
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Fui igualmente informado sobre a garantia da

manutencdo do anonimato, da privacidade das informagdes que forneci e também recebi
respostas e esclarecimentos sobre todos os procedimentos envolvidos nesta pesquisa.

Declaro também que estou de pleno acordo com a minha participagdo neste projeto.

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel

Responsabilidade do pesquisador

Eu, expliquei a

0 objetivo deste estudo, os

procedimentos requeridos e o0s possiveis riscos e beneficios, usando o meu melhor
conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formulario de consentimento ao

participante ou responsavel e cumprir com aquilo que foi informado ao paciente.

Nome do pesquisador ou associado Assinatura do pesquisador
Porto Alegre, de de 200__.

Contato: Dra. Sandra Leistner Segal, pesquisadora responsavel (Fone: 33168011)
Dr. Jair Segal, psiquiatra do HPS (Fone: 32897999)



X. ANEXO Il

Protocolo de Investigagao para o Suicidio (Elaborado por Jair Segal)

Dados Basicos da Identificagao:

Nome Prontuério:
DN: [ | Idade:

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

Adotivo:

Orientacdo sexual:

Religido:

Local de trabalho: Trabalho informal: Desempregado:
Endereco:

Telefone:

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

Grau de instrucao/ 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 sdcio-econémico:

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

Qutros:

Enforcamento:

Ferimento com arma branca:

Ferimento com arma de fogo:

Quedas de locais / acidentes de transito:

Ateamento de fogo/ sufocamento por gds 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 ()

Presenca de pessoas no local da TS e/ou que prestaram socorro: () sim () ndo

NUmero de internagdes psiquidtricas:
Local onde internou:
Passagens pelo HPS:

Uso ou abuso de substancias psicoativas: (comorbidades)

Atual

Passado

Idade do inicio

Tempo de uso

Alcool:

Tabaco:

Estimulantes:

Benzodiazepinicos:

Antidepressivos:

Antipsicéticos:

Inalantes:

Canabis:

Uso de medicamentos clinicos:
Tipo: Anti-hipertensivo ()
Antiinflamatorio ()
Outros:

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

Histdria familiar de doenca mental

Doenca bipolar:

Esquizofrenia:

Drogadicao:

Alcoolismo:

Transtornos de personalidade:

Retardo Mental:

Historia de internagdes psiquiatricas na familia:

Local de atendimento:
Histdria de suicidio na familia:

Tipo de tentativa utilizada:

Grau de parentesco:
Heredograma:

83



X. ANEXO Il

Instrucdes aos autores Canadian Journal of Psychiatry
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apc.org.

For technical support for Manuscript Central, contact ScholarOne at (434) 817-2040 ext. 167 or
Support@ScholarOne.com

Style Notes

General

Abbreviations and Acronyms

Do not use periods or spaces with abbreviations and acronyms or after the initials of a person’s
name or academic degrees. Except for common abbreviations most readers are familiar with
(such as DSM, ICD, US, UK, WHO, HIV, AIDS, units of measurement, etc.), spell out the term
in full on first reference followed by the acronym in parenthesis.

Prefixes

Do not hyphenate most prefixes, even if this means that 2 vowels will occur together (for
example, metaanalysis). However, use a hyphen with the prefix quasi-, compounds starting with
self, and prefixes attached to capitalized words (e.g., non-European).

Sensitive Language

Research subjects and those with mental disorders are unique individuals, some of whom have
illnesses. Avoid terms with negative connotations. Do not write manic depressive, schizophrenic
treatment programs, controls, or the like. Instead, write people with major depressive disorder,
treatment programs for people with schizophrenia, and control subjects. Use “case” to mean
instance or example and patient to mean person (e.g., “We saw 12 patients” not “cases”).

Race and Ethnicity

Ethnicity distinguishes people by cultural characteristics while race distinguishes by similar
visible physical characteristics and does not have a precise biological definition. Whenever
possible, use more sharply definable criteria such as nationality or country/continent of origin.
Sex or Gender

Sex refers to the biological state of being male or female. Gender refers to the social, economic,
and cultural characteristics of man and woman. CJP style uses the term sex unless it is clear that
a socially defined role is being discussed (for example, gender identity disorder).
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Male and female are categories of biological sex and are terms normally applied to animals. Use
men and women wherever possible. If a group of patients includes both adults and children,
subjects can be called male patients and female patients (not males and females).

Symbols, Formulas, and Equations
In general, use symbols in equations and formulas, but write terms in full in running text (e.g.,
use x2in a table, but chi-square when describing a statistical test in running text.

Parentheses, Brackets, and Braces
CJP style uses the order of ([{}]). For example, total scores (t[161] = 5.61, P < 0.001).

Confidence Interval (CI)

Numeric limits represented by a CI should be connected by the word to rather than en-dash. Do
not use an equal sign (for example, 95%CI, 15 to 20, not 95% CI = 15-20). All point estimates
(e.g., mean, odds ratios, relative risk, etc.) should be reported with Cls.

En-Dash
In text, CJP style uses the connective “to” when linking ranges to avoid possible ambiguity with
the minus symbol (for example “with temperatures of -5 to 25°C”, not -5-25°C).

Numbers

Most numbers are expressed in numerals. Only write out numbers when:

* beginning a sentence

* reporting consecutive numerical expressions in which 2 classes of numbers must be
differentiated (for example, five 72-kg men, not 5, 72-kg men)

* reporting large numbers in general expressions (for example, a hundred, several thousand)

* using in a general, nonnumeric way (for example, “one of the many reasons™)

* reporting the whole numbers zero and one not connected to a unit of measure

Ordinal numbers are treated in the same manner as cardinal numbers: they are expressed as
numerals (for example, 2nd, not second.) Do not superscript the suffix.

Use the term “to” rather than a hyphen or en-dash to report a range of numbers (for example, 2 to
5 kg, not 2-5 kg).

Use a colon for exact ratios, not if the ratio is inexact (for example, The ratio of men to women
was 3:4).

Operators
Operators have a space before and after them (for example, n = 246).

P Values

Present the symbol P upper case and in italic type. Use a zero before the decimal place. A P value
should be shown to 2 decimal places unless it is less than 0.01, in which case, it should be shown
to 3 decimal places (for example, P = 0.002). P cannot equal 0 or 1. Do not write P = 0.000. For
very small values, use P < 0.001.

P values should never appear alone. They must always be accompanied by the value of the
statistical test and (when appropriate) the degrees of freedom (for example, t[23] = 6.25, P <
0.001).
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Do not use asterisks to indicate footnotes in tables that contain probability levels (for example,
*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). Exact P values are preferred.

Spaces with Units of Measurement
Include a space between the numeral and its unit of measurement (for example, 136 mm Hg).

Standard Deviation (SD)
CJP style presents standard deviation as SD 4.6, not SD = 4.6 or SD + 4.6.



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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