Agradecimentos

Este trabalho como também todo o meu percurso académico ndo seriam possiveis sem a
contribuicdo de varias pessoas e instituicbes, as quais gostaria de exprimir o meu

agradecimento e profundo reconhecimento:

A Professora Doutora Alda Cardoso, orientadora deste projecto, 0 meu muito obrigado
pelo referencial humano e profissional que constitui, por toda a disponibilidade,

acolhimento, atencéo, amizade e conhecimentos transmitidos ao longo deste ano.

Um agradecimento a Professora Doutora Alda Cardoso, responsavel pela Unidade de
Genética Clinica e Molecular da Delegacdo Centro do INMLCF, por me ter
proporcionado todas as condi¢Bes logisticas para o desenvolvimento da minha
dissertacdo de Mestrado e ao Professor Duarte Nuno Vieira, presidente do Instituto
Nacional de Medicina Legal. Um agradecimento também a todos os patologistas
forenses e técnicos do Instituto Nacional de Medicina Legal que procederam a seleccao

das amostras.

A Andreia Marques por toda a ajuda, disponibilidade e amizade no decorrer deste
projecto. Agradeco também a Sandra, a Marcia e ao Pedro, por todo o acompanhamento
ao longo da minha jornada na Unidade de Genética e Clinica Molecular do Instituto de

Medicina Legal.

A0s meus amigos de curso que sempre me acompanharam, por todos 0s bons momentos
partilhados. Um especial agradecimento a Claudia por todo o suporte, carinho e

companhia, principalmente no decorrer deste ano.

A minha familia, em especial aos meus pais, que sempre acreditaram em mim e me
ajudaram a perseguir 0s meus objectivos, pela compreensdo, pelos imensos sacrificios

suportados e pelo constante encorajamento. A eles dedico o meu trabalho.

A minha irma Sandra, por todos os bons momentos partilhados, por todo o carinho e

apoio.

Por Gltimo e ndo menos importante, um agradecimento ao Pedro, por toda a
compreensdo, incentivo, carinho, e por fazer do meu percurso académico uma jornada

fantastica.






Indice

AGRADECIMENTOS......coiiertrstisssrssssssssssessssssssssssssssssssasssasssssssassssssssssssssssnsssnsssnssssnsssnsssnsssanes I
LISTA DE FIGURAS ..ottt tttrittnmisesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssns snss sssssssnsssnsssnssnsssssnsssnnes \"/
LISTA DE TABELAS ...t cttctrssssesssssssssssssssssssss s snsssssssssssssssssnssssssssssssssssmsssasssasssnssnnsenns VIII
LISTA DE ABREVIATURAS ... certrrssrsssssssrssessssssssssssssssssssmsssmssssssssssssssssssssnsssnssssssssnsssans IX
RESUDMO .....ciiiiiierieniesissssssssssssssssssssssssssss sasssasssssssssssssssssss sasssssnsssmsssss ssns snsssnsnsssnsssnssnsnnnsnnsnns XI
1. INTRODUGAOQ.....cosmrurersersssssssssssessssssssssssesssessssssssssssssesssessssssssssssssssssessssssssssssssssssessssssness 1
1.1 Considerages gerais sobre o comportamento suicida.....c..c.cceeereeeieiiniiieniciinnnne. 1
3 23 o1 L= o To] [ -4 - OIS 1
3 I 3 oF- Tt 0 T o [l £ ol o N 3
1.4 Componente genética e neurobiologia do suicidio......cc.ccceeueereeereenccieencereacrennnnnes 4
1.5 Consideragoes gerais de 8eNétiCa.......ccceereeeereenierenirrencereneernserenseereaseerensessnsenes 5

1.5.1 GeNomMa, DNA, SENES € AlEI0OS ..cccuviiiiciiee ettt e ete e e et e e e te e e e e tae e e stbee e e araeaeanes 5

1.5.2 Tip0S de Variantes SENETICAS .. ..eeeuieriieeiee ettt ettt ettt e sttt e st e s neesabeeeneesares 6

1.5.3 Estratégia de mapeamento SENELICO ......ccciiiiiieiiiiie ettt ettt eere e e tee e e et e e e eare e e e bae e e eareeean 11

1.5.4 EQUIlibrio de Hardy-WeINDEIE.........vi ittt ettt e s eaee e s tae e e et e e senraeeesnnreeean 12
1.6 Fusao de membranas e transmissao SindAptica.....ccccccerrireniiiieenieiiiennicennennnceenees 13

1.6.1 ProteiNas SINARES .....cviiiiiicitieieee ettt e e e e sttt e s e e e ses bbb e e e e e e eessabaareeseeesessbasaeeseeesesbstaeeeeessessanres 14
1.7 Genes candidatos: Proteinas SNARES ........cccccccceeerenncrrenerrennerenserenseereasessanscsnnnens 18
3 E: 3 0] oY1= ot |V T3Pt 20
2. MATERIAIS E METODOS. ..o ieieereseesessessssssessesssssssssessssssessessssssessessesssessessesssessessesasens 21
2.1 Seleccao e recolha da amoOStra .....ccccieeiiieeiiiiniiiiiiiircrrcc e re e s e e s s nane s 21
2.2 Extraccao do DNA ZENOMICO ..cc.eeenerreenerrennereeneereaneereseerssesssssesenssessaseessssessnsseses 22
2.3 Quantificagdo e avaliagdo do grau de pureza do DNA .......ccceeeerrenrereenecrenncreeneenes 23
2.4 Reacgdao em cadeia da polimerase.........ccuveeeciiiienniiniieniiininnniininnnieenes 24

2.4.1 Fundamentos tedricos da técnica de reaccdo da polimerase em cadeia ........cccceeevveeeenieeecnnnnnn. 24



2.4.2 Condigdes da reaccdo da polimerase €M CAdEIa ....ueevviiereciereciieeeeciee e see et e e eeee s 26

2.4.2.1 Polimorfismo no intrdo 7 do 8eNe STXIA ....cooii ittt 26
2.4.2.1 Polimorfismo T1069C dO SENE SNAP-25........ooo ettt ettt e e e sree e e eaae e e saaee s 26

2.5 Digestao com enzimas de restriao .......cciveeeiiiieeniiiiieniiiiieeseinimenienenes 27
2.5.1 Fundamentos tedricos das enzimas de reStriCA0 .....cccuuieeecirereiiiieeeriieeeere e e siree e e srre e e eere e e eareeeas 27
2.5.2 CondicBes da digestdo com enzimas de reStriGa0 .....ccuvereerriieiieniie et 27
2.5.2.1 Polimorfismo no intrdo 7 do ZENE STXIA ...ttt e e ae e et e e e eaae e e saaee s 27
2.5.2.2 Polimorfismo T1069C dO ENE SNAP-25......cooiiiiieieeeiet ettt 27

2.6 Electroforese em gel de agarose.......cccccciirieeniiiiieniiiiienniinienniinieennienseensesssennes 28
2.6.1 Fundamentos tedricos da electroforese em gel de agarose........cceecvveeeecieeecciiie e e 28
2.6.2 CondicBes da electroforese em gel de @garoSe ........ceceiiveeriiiiiiiieniieierie ettt 30
2.6.2.1 Polimorfismo intrdo 7 do 8ene da STXILA .......oooiie ettt e et e e eaae e e aaee s 30
2.6.2.2 Polimorfismo T1069C do gene da SNAP-25 ..ottt 30

2.7 Analise estatistiCa......cccuuuiiiiiiiiiiiiinnnniiiiiiiiiiiereniisiiiineesssssssennreessssssssssnnns 30
3. RESULTADOS E DISCUSSAQ ......coumrrmmersmessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasaees 31
3.1 Analise do polimorfismo no intrao 7 do gene STX1A.......ccciveveiiiinnniiininenninnnenees 31
3.2 Analise do polimorfismo T1069C do gene SNAP-25..........cccceeeeeiirienncerneenncesnennns 38
4. CONCLUSAQ......oomerrsersssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssassssssassses 47
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coounreemssssssessssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 49



Lista de figuras

Figura 1: Representacdo grafica da evolucdo das taxas de suicidio em todo o mundo,

desde 1950 e estimativas previstas para 0 ano 2020............ooeviniiiiiiiiiiiiiiiniianann. 2
Figura 2: Restriction fragment lenght polymorphism (RFLP)..................oooeini. 7

Figura 3: Imagem representativa do polimorfismo Variable Number of Tandem
REPEALS (VINTR). ettt e e e 7

Figura 4: Short Tandem Repeats (STR), constituidos por curtas sequéncias repetitivas

de nucledtidos, de dois a seis pares de bases............ccoooviiiiiiiiii i 8
Figura 5: Imagem representativa de um Single Nucleotide Polymorphism (SNP)........ 9
Figura 6: Copy Number Variation (CNV)........cooiiiiiii e 9

Figura 7: Imagem gréafica representativa das frequéncias genotipicas esperadas no
equilibrio de Hardy-Weinberg. ..........cooviuiiiiii e 12

Figura 8: Imagem ilustrativa do ciclo da vesicula sinaptica......................coeuenen 14

Figura 9: A) Representacdo esquematica da estrutura das proteinas SNARE sinépticas:
SNAP-25, STX 1 e VAMP (sinaptobrevina). B) Representacdo esquematica da estrutura
cristalina do Complexo SNARE.... ... 16

Figura 10: Imagem ilustrativa do mecanismo de fusdo das vesiculas sindpticas mediado

pelas proteinas do complexo SNARE.........ccoiiiiiiiii e 17
Figura 11: Imagem representativa dos fundamentos da técnica de PCR.................. 25
Figura 12: Representacdo esquematica da técnica de electroforese........................ 29

Figura 13: Representacdo esquematica da localizacdo cromossomica do gene STX1A no

(o (0] 1[0 1501 1 4 I W AN 31

Figura 14: Representacdo esquematica da estrutura do gene STX1A e localizagdo do

Polimorfismo T/C NOINEIAO 7. .. 31



Figura 15: Imagem do perfil electroforético obtido resultante da separacdo dos
produtos da digestdo com a enzima HpyCHA4lV, relativos ao polimorfismo no intrdo 7
0 GBNE ST XL A e e e 32

Figura 16: Representacdo gréfica das distribuicdes (%) genotipicas e alélicas do
polimorfismo do intrdo 7 do gene STX1A na andlise de género, para 0 Sexo

INASCULINO . .« v ettt e e e e e, 35

Figura 17: Representacdo grafica das distribuicdes (%) genotipicas e alélicas do
polimorfismo do intrdo 7 do gene STX1A na andlise de género, para 0 Sexo

§ (530011011110 TUUUEUE R 35

Figura 18: Representacdo grafica das frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo do intrdo 7 do gene STX1A, em vitimas de suicidio violento e

70} 115 40) (o TR 36

Figura 19: Representacdo grafica das frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo do intrdo 7 do gene STX1A, em vitimas de suicidio ndo violento e

(01011 (o) [0 1T 37

Figura 20: Representacdo esquematica da localizacdo do gene SNAP-25 no

CrOMOSSOMA 20 . .ttt ettt et et e e et e et e e et et et e et e e e e e e e eeeens 38

Figura 21: Representacdo esquematica da estrutura do gene SNAP-25 e localizacdo do
polimorfismo T1069C na regido 3’UTR........cooiiiiiiiiii e, 38

Figura 22: Imagem da electroforese dos fragmentos resultantes da digestdo com a
enzima Ddel, para o polimorfismo T1069C do gene SNAP-25..........cooviiiiiiininnn.n 39

Figura 23: Representacdo gréafica das distribuicdes (%) genotipicas e alélicas do
polimorfismo T1069C do gene SNAP-25 entre casos de suicidio e controlos

INASCULINIOS . . oo ettt et e e e e e e e, 41

Figura 24: Representacdo gréfica das distribuicdes (%) genotipicas e alélicas do
polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, entre casos de suicidio e controlos

(5001101100 LT 42

Vi



Figura 25: Representacdo grafica das frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, em vitimas de suicidio violento e

[o10) 11 (o) [0 1 T 43

Figura 26: Representacdo grafica das frequéncias genotipicas e alélicas do
polimorfismo do intrdo 7 do gene SNAP-25, em vitimas de suicidio ndo violento e

70} 115 40) (o TN 44

Vii



Lista de tabelas

Tabela I: Distribuicdes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o HWE para
o polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, na amostra total de suicidios e na amostra

TOAl AB CONTIONOS. . o oo e 32

Tabela Il: Distribuigdo genotipica e alélica do polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A

na amostra de suicidios e na amostra de controloS. .......vveee e, 33

Tabela I11: Distribuicdes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o HWE
para o polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, relativas a analise de

(o[- 1] o T PPN 34

Tabela IV: Distribuigcdes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o HWE
para o polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, na amostra de suicidio violento e na

amostra de SUICIAIO NA0 VIOIBNTO. . ....ooii e e e, 36

Tabela V: Distribuicdes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o HWE
para o polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, na amostra total de suicidios e na

amOStra tOtal de CONTIOLOS. ... ettt ettt e e e 39

Tabela VI: Distribuicdo genotipica e alélica, com as respectivas frequéncias, do

polimorfismo T1069C do gene SNAP-25 em suicidios e controlos........................ 40

Tabela VII: DistribuicBes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o HWE
para o polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, relativas a andlise de
(0110 1=] (o SRR 41

Tabela VII1: Distribuicdes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o0 HWE
para o polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, na amostra de suicidio violento e na

amostra de SUICTAio N0 VIOIBNTO. . ....oovrr e e, 43

viii



Lista de abreviaturas

AAA"

ATP

CNV
df
dNTPs
DNA
DO
DZ

EDTA

HWE
Kb
MZ
NSF
pb
PCR
PGM
RFLP

RNA

microlitro

Adenina

ATPases associadas a varias actividades celulares

Adenosina trifosfato

Citosina

Copy number variation
Numero de graus de liberdade
Desoxinucleotidos

Acido desoxirribonucleico
Densidade oOptica

Dizigoticos

Acido etilenodiamino tetra-acético
Guanina

Equilibrio de Hardy-Weinberg
Kilobases

Monozigéticos

N-ethylmaleimide sensitive fusion protein

Pares de bases
Reaccédo de Polimerase em Cadeia

Projecto Genoma Humano

Restriction Fragment Length Polymorphism

Acido ribonucleico



RNAmM

SNAP

SNAP-25

SNAP-25

SNARE

STXI1A

STXIA

SNP

STR

T

TBE

TE

WHO

VAMP

VNTR

Acido ribonucleico mensageiro

Soluble N-ethylmaleimide sensitive fusion protein attachment
protein

Proteina associada ao sinaptossoma de 25 kDa

Gene que codifica a proteina SNAP-25

Soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment
protein receptor

SintaxinalA

Gene que codifica a proteina Sintaxina 1A
Single Nucleotide Polimorphism

Short tandem repeat

Timina

Tris-Borato-EDTA

Tris-EDTA

Organizagdo Mundial de Saude
Sinaptobrevina

Variable number of tandem repeats



Resumo

O suicidio constitui um grave problema de satde publica, com taxas crescentes a
nivel global. Nos dltimos 50 anos o suicidio aumentou em cerca de 60%, sendo
actualmente uma das causas lideres de morte em todo o mundo. O suicidio é um
fendmeno complexo, resultante da interacgdo de varios factores de predisposicao, entre
0s quais os factores genéticos desempenham um papel importante. Dada a elevada
prevaléncia deste fendmeno, a identificacdo dos factores que poderdo contribuir para a
sua susceptibilidade torna-se crucial, no sentido de, futuramente contribuir para a
identificacdo de individuos de risco e consequentemente diminuir as taxas de suicidio.
Vérias evidéncias sugerem que as proteinas do complexo SNARE, particularmente a
SNAP-25 e STX1A estdo implicadas na etiologia do suicidio. No entanto, até a data ndo
foram realizados estudos genéticos a nivel mundial, no sentido de se investigar uma
eventual associacdo entre 0s genes da maquinaria exocitotica e o suicidio. Assim, no
presente trabalho investigou-se o papel dos genes SNAP-25 e STX1A na etiologia do
suicidio na populagéo portuguesa e realizamos também analises de género e de método

utilizado para consumar o suicidio.

Para o polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, os resultados obtidos ndo
revelam diferencas estatisticamente significativas para as distribuicGes genotipicas e
alélicas quer para a amostra total (distribuicées genotipicas: X?=1,568; df=2; p=0,456,
distribuicdes alélicas X*=1,325; df=1; p=0,250), quer para a amostra fragmentada por
género [distribuicbes genotipicas (suicidio sexo masculino: X?=0,790; df=2; p=0,674;
suicidio sexo feminino: X?=1,240; df=2; p=0,538); distribuicdes alélicas (suicidio sexo
masculino: X?=0,678; df=1; p=0,410, suicidio sexo feminino: X°=0,540; df=1;
p=0,479)] e método de suicidio [distribuicBes genotipicas (suicidio violento: X?=2,300;
df=2; p=0,317, suicidio ndo violento: X?=0,019; df=2; p=0,990), distribuicdes alélicas
(suicidio violento: X?=1,967; df=1; p=0,161, suicidio ndo violento: X?=0,001; df=1;
p=0,974)]. A semelhanca do gene da STX1A, os resultados sio negativos para as
distribuicGes genotipicas e alélicas no que diz respeito ao polimorfismo T1069C do
gene SNAP-25, na amostra total (distribuicdes genotipicas: X?=1,352; df=2; p=0,509,
distribuices alélicas: X?=0,072; df=1; p=0,788) e estratificada por género [distribuicOes
genotipicas (suicidio sexo masculino: X?=0,970; df=2; p=0,616, suicidio sexo feminino:
X?=0,271; df=2; p=0,873), distribuicdes alélicas (suicidio sexo masculino: X?=0,132;
df=1; p=0,716, suicidio sexo feminino: X%=0,001; df=1; p=0,976)] e método

Xi



[distribuicBes genotipicas (suicidio violento: X?=2,077; df=2; p=0,345, suicidio n&o
violento: X?=0,043; df=2; p=0,972), distribuicdes alélicas (suicidio violento: X?=0,135;
df=1; p=0,714, suicidio n4o violento: X*=0,001; df=1; p=0,973)].

Os resultados obtidos revelam que os genes STX1A e SNAP-25 néo
desempenham um papel directo na etiologia do suicidio na amostra estudada da
populacdo portuguesa. Apesar dos resultados negativos, este estudo € pioneiro
relativamente a investigacdo dos genes da maquinaria exocitética no suicidio, o que
permitird desencadear a investigacdo das variantes geneticas estudadas noutras
populacdes mundiais, bem como de novas variantes a nivel global, no sentido de se
esclarecer o papel dos genes da maquinaria exocitotica na etiologia do suicidio,
contribuindo desta forma para identificar grupos de risco e consequentemente diminuir

as taxas de suicidio.

Palavras-Chave: Suicidio; Genética; Proteinas SNARES; Estudos de associacdo; Genes
STX1A, SNAP-25

Xii



1. Introducéo

1. Introducéo

1.1 Considerac0es gerais sobre 0 comportamento suicida

O comportamento suicida inclui ideacdo suicida, tentativas de suicidio e suicidio
propriamente dito (Tsai et al., 2011). A ideacdo suicida inclui ideias, pensamentos e
desejos de acabar com a prépria vida. As tentativas de suicidio podem ser definidas
como acgdes tomadas para acabar com a propria vida ndo apresentando no entanto um
resultado fatal (Turecki et al., 2012). De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude
(WHO), o suicidio “¢ o resultado de um acto deliberadamente iniciado e realizado por
uma pessoa, com total conhecimento ou expectativa do seu resultado fatal” (WHO,
2005). O comportamento suicida pode ser visto como um continuo, ao longo do qual se
evidencia um gradiente de heterogeneidade e severidade, sendo o suicidio considerado
um grupo mais homogéneo do que as tentativas de suicidio (Turecki, 1999). Tanto as
ideacOes como as tentativas de suicidio constituem factores altamente preditivos de um
futuro suicidio. De facto, cerca de 50% dos suicidios, apresentam um historial de

prévias tentativas de suicidio (Isometsé e Lonngvist, 1998).

O suicidio é uma das principais causas de morte em todo o0 mundo e, dado a sua
elevada prevaléncia e significativo impacto social, é considerado um grave problema de
salde puablica. O modelo bioldgico relativo ao suicidio foi pela primeira vez
contextualizado na década de 60 do século passado, seguindo-se uma série de estudos
com o intuito de compreender melhor este fendmeno. No entanto, apesar do imenso
progresso alcancado, ainda ndo se identificaram exactamente 0s mecanismos

neurobioldgicos implicados na etiologia do suicidio (Ernst et al., 2009).

1.2 Epidemiologia

O suicidio € um grave problema de satde publica, com taxas crescentes a nivel
global. Anualmente ocorrem cerca de 1 milhdo de mortes por suicidio em todo o
mundo, 0 que corresponde a uma taxa de 16 por cada 100.000 habitantes. SO nos
ultimos 50 anos, registou-se um aumento de aproximadamente 60% para a taxa de
suicidio (WHO, 2007). De facto, a nivel global, o suicidio encontra-se entre as dez
causas lideres de morte (Levi et al., 2003). Em alguns paises apresenta-se como a

terceira principal causa de morte numa faixa etaria compreendida entre os 15-44 anos de
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idade (WHO, 2007). De acordo com a WHO, é estimado que no ano 2020 cerca de 1,53
milhdes de pessoas morrerdo por suicidio, 0 que corresponde a uma morte em cada 20

segundos (Bertolote e Fleischmann, 2005).

De acordo com estudos epidemioldgicos, observam-se acentuadas diferencas nas
taxas de suicidio entre os diversos paises e regides, sendo as mais baixas detectadas nos
paises da América Central e do Sul. Nos Estados Unidos, Europa ocidental e Asia sdo
encontradas taxas intermedias. Por outro lado, a Europa Oriental apresenta as maiores
taxas de suicidio (Nock et al., 2008). Apesar de as taxas de suicidio da China e da india
se apresentarem dentro e abaixo da média global, respectivamente, cerca de 30% do
total de suicidios sd@o consumados nestes dois paises, devido a sua elevada populacéo
(Bertolote e Fleischmann, 2005). Convém salientar a possibilidade de as estimativas das
taxas de suicidio se encontrarem abaixo do valor real. Em alguns paises, muitos
suicidios ndo sdo provavelmente reportados. Diferentes razées podem contribuir para
qgue muitos suicidios ndo sejam correctamente registados. Entre estes destacam-se a
heterogeneidade dos procedimentos de registo de morte (0 que pode levar a erros de
classificacdo do suicidio em acidentes ou mortes indeterminadas) e diferentes valores
culturais e sociais (0 que pode resultar na omissdo destes casos) (Hawton e van
Heeringen, 2009).

35 -
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reportadas mortes estimadas

Figura 1: Representacdo grafica da evolucdo das taxas de suicidio em todo o mundo, desde
1950 e estimativas previstas para o ano 2020. Estima-se que no ano 2020 ocorram 1,53 milhdes

de mortes por suicidio. Adaptado de Bertolote e Fleischmann (2005).
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Registam-se também acentuadas diferencas por faixa etaria e por género
(Hawton e van Heeringen, 2009). As taxas de suicidio sdo normalmente mais altas nas
pessoas com idades mais avangadas. Contudo, nos ultimos anos esta situagdo tem-se
alterado, observando-se um aumento das taxas para a faixa etaria mais jovem. Isto
torna-se ainda mais preocupante se tivermos em conta o actual envelhecimento da
populacdo, com a populacdo de idosos a aumentar a taxas superiores relativamente a dos
jovens (Bertolote e Fleischmann, 2002). No que se refere as diferengas de género no
suicidio, as taxas de suicidio sdo duas a quatro vezes superiores nos homens

comparativamente com as mulheres (Hawton e van Heeringen, 2009).

Em Portugal, o suicidio também segue as tendéncias globais, aumentando cada
vez mais com o decorrer dos anos (SPS, 2013). Estatisticas recentes apontam para uma
taxa de mortalidade de 11,5 por cada 100.000 habitantes (WHO, 2011). Os homens séo
mais afectados que as mulheres, sendo a distribuicdo por género de 15,6 por 100 mil
habitantes para os homens e de 4 por 100 mil habitantes para as mulheres. Isto

corresponde a um racio de aproximadamente 4 entre homens e mulheres (WHO, 2011).

Considerando as estimativas mencionadas, € imperativo investigar factores de
risco bioldgicos associados ao suicidio, que no seu conjunto contribuirdo para
identificar grupos de risco bem como o desenvolvimento de estratégias terapéuticas para

0 comportamento suicida.

1.3 Factores de risco

O suicidio é um fendmeno complexo, resultante de factores de risco distais e
proximais. Os factores de risco distais aumentam a susceptibilidade a ocorréncia de
suicidio, enquanto os proximais actuam como precipitantes. Entre os factores distais
incluem-se: histéria familiar de suicidio, componente genética, modificacfes
epigenéticas, tracos de personalidade, adversidades no inicio da vida e abuso crénico de
substancias psicoactivas. Por sua vez, os factores proximais incluem factores de risco
como: presenca de doengas somaticas/mentais, crises psicossociais, eventos stressantes
recentes e acessibilidade a meios de consumar o suicidio. Factores sociodemogréaficos,
como 0 género, educacdo, crengas religiosas, podem também ser considerados como

moderadores entre os factores de risco proximais e distais (Turecki et al., 2012).
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Por exemplo, a presenca de uma doenca mental evidencia-se como um dos principais
factores de risco (Bondy, 2006). Vérios estudos estimam que cerca de 90% dos
suicidios consumados apresentavam um disturbio mental, sendo a depressao major, 0
abuso de alcool ou substancia psicoactivas os distarbios mais prevalentes (Isometsd,
2001; Arsenault-Lapierre et al.,, 2004). Certos tracos de personalidade, como a
agressividade e a impulsividade também tém sido associados ao comportamento
suicida. De facto, uma série de estudos corroboram uma rela¢do entre a presenca de
comportamentos agressivos/impulsivos e o suicidio (Dumais et al. 2005; Turecki, 2005;
Mann et al., 2008).

1.4 Componente genética e neurobiologia do suicidio

Os factores genéticos na etiologia do suicidio sdo evidenciados pelos estudos
familiares, de gémeos e de adopc¢do. Os estudos familiares do suicidio baseiam-se na
comparacao entre as taxas de suicidio nas familias de vitimas de suicidio, com as taxas
de suicidio nos parentes de individuos controlos (Brent e Mann, 2005). Uma série de
estudos familiares e de historia familiar mostrou que o suicidio agrega em familias, e
que esta agregacdo € independente da transmissdo de doencas psiquiatricas (Runeson e
Asberg, 2003; Brent e Mann, 2005; Tidemalm et al., 2011). No entanto factores
ambientais como um ambiente familiar hostil, imitacdo, abusos sexuais ou fisicos, perda
de um parente proximo, também podem contribuir para a agregacdo familiar do suicidio
(Brent e Melhem, 2008). Isoladamente estes estudos, ndo permitem, portanto, inferir
sobre a hereditariedade do suicidio, uma vez que ndo possibilitam a distin¢do entre os
factores genéticos e os ambientais (Brent e Mann, 2005). Os estudos de gémeos também
sugerem que a componente genética estd implicada no suicidio. Nestes estudos séo
comparadas taxas de concordancia para o suicidio entre gemeos monozigéticos (MZ) e
gémeos dizigéticos (DZ). Em vaérios estudos, reportou-se uma taxa de concordancia
para o suicidio bastante superior em gémeos MZ comparativamente com 0s gémeos DZ,
0 que é consistente com a influéncia genética no suicidio (Roy, 1993; Roy e Segal,
2001; Voracek e Loibl, 2007). Os estudos de adop¢do permitem separar a parte genetica
da ambiental. Nestes estudos, sdo comparadas as taxas de suicidio entre os parentes
bioldgicos e os parentes adoptivos de individuos adoptados que consumaram suicidio.
Em vérios estudos de adopcdo foram reportadas taxas de concordancia para o suicidio

mais elevadas nos parentes biologicos do que nos adoptivos, sugerindo que os factores
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genéticos desempenham um papel importante na etiologia do suicidio (Roy et al., 1999;
Brent e Mann, 2005; Brent e Melhem, 2008)

A contribuigdo genética no suicidio resulta da interacgdo de multiplos genes de
efeito minor, que interagem ndo sO entre si, mas também com os diversos factores
ambientais (Bondy, 2006).

Estudos a nivel mundial reportaram alteracbes em varios sistemas de
neurotransmissores associadas ao suicidio (Brezo et al., 2008; Costanza et al., 2013).
Consequentemente, os estudos de genética molecular para identificar possiveis genes de
susceptibilidade para o suicidio focaram-se nestes sistemas, sendo o0 sistema
serotoninérgico o principal alvo de investigacdo (Mann et al., 2008; Ernst et al, 2009).
Neste ambito, foram investigados genes do transportador de serotonina (5-HTT), dos
receptores de serotonina e de enzimas responsaveis pelo metabolismo da serotonina
(Brezo et al., 2008) e até ao momento os genes 5-HTT e da triptofano hidroxilase (TPH)
tém sido implicados na etiologia do suicidio em diferentes populagdes mundiais (Brezo
et al., 2008; Ernst et al, 2009).

1.5 Consideracdes gerais de genética

1.5.1 Genoma, DNA, genes e alelos

O é&cido desoxirribonucleico (DNA) € a unidade béasica da hereditariedade,
contendo a informacdo genética de um organismo. O DNA consiste num hélice
antiparalela de duas cadeias lineares constituidas por 4 nucle6tidos distintos: Adenina
(A), Citosina (C), Guanina (G) e Timina (T). Cada nucleétido é constituido por um
grupo fosfato, um aclcar de 5 carbonos (desoxirribose) e uma base nitrogenada
(A, T,C,G). As duas cadeias estdo unidas por ligacdes de hidrogénio entre bases
especificamente pareadas. O pareamento das bases segue a regra de
complementaridade: A-T e C-G. Deste modo cada par de base inclui uma purina (A ou
G) e uma pirimidina (C ou T) (Reid-Lombardo e Petersen, 2010).

Os genes consistem em sequéncias de DNA que contém a informacg&o necessaria
para codificar proteinas. Da estrutura do gene fazem parte exdes (regides que contém
informagdo necessdria para codificar a sequéncia de aminoacidos da proteina

resultante), intrbes (regides que ndo codificam aminoacidos sendo removidas do mMRNA
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apos sintese) e regides reguladoras (5’UTR e 3’'UTR) (Ellsworth e Manolio, 1999). Os
alelos definem-se como formas alternativas de um gene e a sua posi¢cdo no genoma é
designada locus. O termo gendtipo é atribuido a combinacdo de dois alelos num locus

especifico (Burmeister, 1999).

O material genético humano nuclear esta distribuido por 23 pares de
cromossomas, 22 pares de autossomas e 1 par de cromossomas sexuais (XX ou XY).
Ao conjunto de toda a informac&o genética de um individuo € atribuido a designacéao de
genoma. Este consiste em cerca de 3,2 bilides de pares de bases e apenas 0,1% diferem
entre individuos, sendo os restantes 99,9% partilhados pela populacdo, cuja fungédo de
cerca de 98,5% € desconhecida (Burton et al., 2005; Blaxter, 2010)

1.5.2 Tipos de variantes genéticas

Um polimorfismo pode ser caracterizado como a coexisténcia de duas ou mais
variantes alélicas numa mesma populacédo, sendo a frequéncia de pelo menos um dos
alelos igual ou superior a 1% (Burmeister, 1999). Caso a frequéncia de um dos alelos
seja inferior a este valor, a variante é considerada uma mutacdo. Os polimorfismos
apresentam-se como uma fonte de variabilidade genética, sendo a analise de marcadores
polimorficos actualmente reconhecida como uma técnica crucial para a identificacdo de
genes responsaveis por doencas mendelianas e doencas multifactoriais complexas.
Existem varios tipos de polimorfismos, que variam desde modificagdes num Unico
nucleotido, até alteracGes em grande escala (Nakamura, 2009; Reid-Lombardo e
Petersen, 2010).

O primeiro polimorfismo de DNA descoberto, Restricton fragment lenght
polymorphism ( RFLP), foi identificado atraves da técnica de Southern Blot de DNA
genémico submetido a clivagem por enzimas de restricdo. Em 1980 Botstein et al.
descreveram pela primeira vez este polimorfismo e propuseram um método para
mapeamento génico completo a partir dos RFLPs (Botstein et al., 1980). As enzimas de
restricdo correspondem a endonucleases que reconhecem e catalisam a clivagem de
sequéncias especificas de DNA - locais de restricdo. Os RFLPs resultam de variagdes
nucleotidicas nestes locais. Como consequéncia, novos locais de restricdo sdo criados,
ou entdo eliminados, resultando em diferentes tamanhos de fragmentos de restrigdo
(Nakamura, 2009).
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Figura 2: Restriction fragment lenght polymorphism (RFLP). Os RFLPs resultam em diferentes
tamanhos dos fragmentos de DNA digerido por uma determinada enzima de restricdo, como
consequéncia de uma substituicdo de base na sequéncia reconhecida e clivada pela endonuclease
(local de restricéo).

O polimorfismo Variable Number of Tandem Repeats (VNTR) resulta de um
arranjo em sequéncia de multiplas cépias de uma sequéncia de DNA, denominada
unidade de repeticdo (Nakamura et al., 1987). As unidades de repeticdo geralmente
apresentam um tamanho entre 10 e 100 pares de bases. Devido a sua natureza altamente
polimorfica, evidenciam-se como marcadores genéticos muito informativos, sendo
utilizados no mapeamento de locus de doencas utilizando familias. Estas variacGes
encontram-se ao longo de todo o genoma humano, variando o nimero de unidades de

repeticdo de individuo para individuo (Nakamura, 2009).
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Figura 3: Imagem representativa do polimorfismo Variable Number of Tandem Repeats
(VNTR). Esta variante genética resulta de um arranjo em sequéncia de multiplas copias de uma
sequéncia de DNA com 10 a 100 pb.
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Os Short tandem repeat polymorphisms (STRs) foram descritos pela primeira
vez por Weber e May (1989) e consistem em sequéncias repetitivas de DNA entre 2 a 6
pares de bases. A variabilidade do nimero de unidades repetitivas confere uma grande
diversidade de alelos. Os STRs podem assim apresentar mais de uma dezena de alelos
diferentes, sendo consequentemente marcadores altamente informativos (Weber e May,
1989; Nakamura, 2009).

|AATG|
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Figura 4: Short Tandem Repeats (STR), constituidos por curtas sequéncias repetitivas de

nucleétidos, de dois a seis pares de bases

Os tipos mais frequentes de polimorfismos sdo os Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) que consistem numa variagdo num uUnico nucleétido na
sequéncia de DNA gendémico entre individuos da mesma espécie ou pares de
cromossomas. Na maioria dos casos, 0s SNPs sdo marcadores genéticos bialélicos e
apresentam-se densamente distribuidos pelo genoma nuclear, estando presentes em cada
300-1000 pb (Brookes, 1999; Nakamura 2009) e até ao momento ja estdo identificados
11 milhdes de SNPs (The International HapMap Consortium, 2007). Nas regides
codificantes podem resultar numa alteracdo da sequéncia de aminoacidos, SNP ndo
sinénimo, ou ndo resultar numa modificacdo da sequéncia peptidica, SNP sinénimo
(Bochud, 2012). Os SNPs apresentam elevada capacidade de analise em grande escala e
boa capacidade de automatizagéo.
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Figura 5: Imagem representativa de um Single Nucleotide Polymorphism (SNP). Neste
exemplo os nucleétidos A-T sdo substituidos por C-G. Consequentemente sdo geradas dois
potenciais alelos neste local. Legenda: A-adenina; T-timina; C-citosina; G-Guanina; bp-pares de

bases.

O genoma contém também outros tipos de variagdes estruturais designadas Copy
number variations (CNVSs), que incluem delecdes/insercdes, translocacbes e inversdes.
Estas variacdes podem ir desde alguns milhares de pares de bases até varios milhdes,
abrangendo cerca de 13% do genoma humano (Redon et al., 2006; Stankiewicz e
Lupski, 2010).
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Figura 6: Copy number variation (CNV). Estas variantes genéticas resultam de diferengas no
nimero de cOpias de uma regido gendmica especifica, abrangendo delec¢des, duplicagdes,
amplificacBes, inversdes e combinacfes complexas destas alteragdes (CNV complexo).

Adaptado de Estivill e Armengol (2007).
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Dependendo da sua localizagdo no gene os polimorfismos podem afectar a
funcdo e estrutura proteica, a regulacdo da expresséo de um gene e o
processamento/estabilidade do RNAm. Os polimorfismos que ocorrem nas regides
codificantes podem ser categorizados em duas classes: polimorfismos ndo sinbnimos
que levam a uma alteracdo da sequéncia de aminoacidos da proteina e polimorfismos
sindnimos, os quais devido a redundancia do codigo genético ndo levam a alteragdes na
proteina produzida (Marsh, 2007). Nos locais reguladores dos genes (5’UTR, 3’UTR,
regido promotora, regides de splicing) os polimorfismos podem potencialmente causar
variacdes na expressdao do gene. Nas regides ndo codificantes a expressao genética ou a
estabilidade do RNAm pode ser afectada como consequéncia de um polimorfismo
(Ellsworth e Manolio, 1999).

A descoberta das variantes genéticas foi imperativa para o desenvolvimento de
um dos maiores feitos da historia da humanidade, o Projecto Genoma Humano (PGH)
que serviu de implementacdo também ao Projecto HapMap. O PGH resultou de um
esforgo conjunto de centros de investigacdo de varios paises, incluindo os Estados
Unidos, Franca, Alemanha, Reino Unido, Brasil, Canada. Os principais objectivos do
PGH consistiram no mapeamento de todos os genes do genoma humano e na
sequenciacdo do DNA ( The International Human Genome Sequencing Consortium,
2001). Este projecto, concluido em 2003, disponibilizou a informacéo necessaria para o
desenvolvimento de estudos genéticos particularmente para doengas multifactoriais
complexas. O projecto HapMap consistiu numa coordenagdo internacional para
identificar padrdes de sequéncias de variantes de DNA, encontradas no genoma
humano, abrangendo amostras de populacBes ancestrais da Africa, Asia e Europa (The
International HapMap Consortium, 2007). Os dados obtidos neste projecto sédo de
acesso publico com o intuito de ajudar na investigacdo de genes associados
particularmente a doencas multifactorias. O conhecimento adquirido permitiu a
construcdo de mapas de variantes genéticas (principalmente SNPs), a identificacdo de
haplétipos (combinacbes de alelos herdados em conjunto no mesmo cromossoma,
descendentes de antecessores comuns) bem como de tags SNPs para estes haplotipos
(International HapMap Consortium, 2007). O desenvolvimento do projecto HapMap foi
particularmente importante na redugdo dos custos de genotipagem e consequentemente,
tornou viavel a execucdo de Genome Wide Association Studies (Manolio et al, 2009).

Posteriormente, surgiu o Projecto 1000 Genomas que consiste numa extensdao do
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projecto HapMap, desenvolvida com o intuito de fornecer uma caracterizagdo muito
detalhada da estrutura e variacdo do genoma humano, através da sequenciacdo do
genoma de pelo menos 1000 individuos de todo o mundo, como base para a
investigacdo da relacdo entre genotipo e fenotipo (The 1000 Genomes Project
Consortium, 2010)

1.5.3 Estratégia de mapeamento genético

Para 0 mapeamento genético podem ser utilizadas duas abordagens distintas:
estudos de linkage e estudos de associacdo (Burmeister, 1999). A capacidade de
identificar regides gendmicas que contém genes que predispdem para a doenga, torna a
andlise de linkage a primeira abordagem a ser utilizada para a investigacdo genética de
um traco ou doenca (Teare e Barrett, 2005). O estudo de linkage é utilizado para o
mapeamento de gene major subjacentes a doencas mendelianas, que testam a co-
segregacdo de um determinado marcador e o locus da doenca. (Burmeister, 1999).
Contudo, a anélise de linkage apresenta vérias limitacdes para o estudo genético de
tracos ou doencas complexas, as quais ndo seguem padrdes de hereditariedade simples.
A susceptibilidade as doencas complexas é determinada pelo efeito cumulativo de
multiplos genes, e a analise de linkage ndo tem poder estatistico suficiente para detectar
genes de efeito minor (Maestrini, 2000; Sham et al., 2008).

Como abordagem alternativa para o estudo das doengas complexas surgiram 0s
estudos de associacdo, 0s quais permitem a deteccdo de genes de efeito minor. No
modelo case-control dos estudos de associacdo sdo comparadas as frequéncias alélicas
ou genotipicas entre uma populagdo de casos (individuos afectados) nao relacionados e
uma populacdo de controlos (individuos ndo afectados) ndo relacionados (Marian,
2012). Um dos maiores obstaculos neste tipo de modelo consiste na escolha do grupo
controlo apropriado que se equipare/combine com a populacdo de casos. Na selec¢édo
deste grupo devem-se considerar parametros como 0 sexo, idade ou background
genético. Destes estudos podem resultar associacdes falso-positivas como resultado de
misturas étnicas tanto nos controlos como nos casos. Tal problema pode ser minimizado
combinando controlos e casos por etnia ou focando estes estudos num Gnico subgrupo
étnico (Cardon e Bell, 2001).

11
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1.5.4 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Em 1908 Hardy e Weiberg (Hardy, 1908; Weinberg, 1908), individualmente,
constataram que as frequéncias alélicas de uma populacéo poderiam ser utilizadas para
calcular as proporcdes genotipicas esperadas num equilibrio, através de uma simples
funcdo. Seja p a frequéncia de um alelo (A) e q a frequéncia do alelo alternativo (a),
entdo a frequéncia genotipica esperada para o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE),
num locus com dois alelos, sera p? para o genétipo AA, 2pg para o gendtipo Aa e g
para 0 genotipo aa. Tanto a soma das frequéncias genotipicas como a das frequéncias
alélicas deve ser 1. No caso de dois alelos, 0 HWE pode entdo ser descrito pela seguinte

funcéo binomial:

P+ 9)* = q* + 2pq + ¢*=1

Para que se mantenham as propor¢des de Hardy-Weinberg, sdo necessarias as
seguintes condi¢cdes numa populacdo: ndo ocorrer selec¢do, ndo ocorrer mutacdo, a

populacdo ser grande, e 0 acasalamento aleatério.

q
1 0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0

ipicas
o
@

t
=)
o

encias geno
o
o

"~

&
N

frequ

Figura 7: Imagem gréfica representativa das frequéncias genotipicas esperadas no equilibrio de
Hardy-Weinberg. As frequéncias genotipicas esperadas para o equilibrio, podem ser obtidas em
funcdo das frequéncias alélicas p e q. Legenda: p — frequéncia de um alelo; g- frequéncia do

alelo alternativo.
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Os desvios do HWE podem ser calculados utilizando um teste do Chi-quadrado,
comparando desta forma as frequéncias genotipicas observadas e as frequéncias
esperadas de acordo com Hardy-Weinberg. Sendo k o respectivo nimero de alelos, o
namero de graus de liberdade (df) nesta andlise € dado por k(k —1)/k (Wittke-
Thompson et al., 2005). No entanto, quando a amostra € pequena o teste do Chi-
quadrado deve ser substituido por testes exactos (Wigginton et al., 2005). Um desvio
significativo deste equilibrio pode resultar de varias raz6es, como erros de genotipagem,
seleccdo da populacgéo, estratificacdo da populacdo ou do modelo de amostragem em
estudo. O teste HWE apresenta-se portanto como um método frequentemente utilizado

para controlo da qualidade genotipica (Xu et al., 2002).

1.6 Fusdo de membranas e transmissao sindptica

A fusdo de membranas é um processo fundamental na fisiologia celular, estando
implicada em mecanismos como a biogénese de membranas, trafego intracelular, e
secrecdo celular. Particularmente, a fusdo de membranas permite o trafego de moléculas
entre os diversos compartimentos celulares, assegurando desta forma a sobrevivéncia e
o funcionamento da célula sem comprometer no entanto a estrutura e integridade dos
organelos. A nivel dos neurdnios a fusdo das membranas € crucial para a transmissao
sinaptica. As vesiculas que contém o0s neurotransmissores na célula pré-sinaptica
fundem com a membrana plasmaética, libertando o seu conteudo na fenda sinaptica.
Todo este processo envolve varios passos. As vesiculas contendo 0s neurotransmissores
sdo direccionadas para locais alvo na membrana pré-sinaptica designados zonas activas
(docking). Sdo entdo submetidas a varias reaccdes que as tornam funcionais para a
exocitose (priming). Apds uma abertura dos canais de calcio em resposta a um potencial
de accdo, as vesiculas fundem com a membrana pré-sindptica, libertando os
neurotransmissores (exocitose). Posteriormente as vesiculas sdo re-endocitadas, e
recicladas para posterior acumulacdo de neurotransmissores (Sudhof, 2004; Sudhof e
Rizo, 2011).

13
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Figura 8: Imagem ilustrativa do ciclo da vesicula sinaptica. As vesiculas da célula pré-sinaptica
contém neurotransmissores, sendo posteriormente acopladas nas zonas activas (docking) e
submetidas a varias reac¢bes de priming, ficando aptas para a exocitose mediada pelo calcio.
Em resposta a despolarizagdo, ocorre a fusdo das vesiculas com a membrana plasmatica
(exocitose). Os neurotransmissores séo libertados na fenda sinéptica, permitindo a transmissdo
da informagdo. As vesiculas sdo entdo reendocitadas e recicladas. Imagem adaptada de
Richmond (2007).

1.6.1 Proteinas SNAREs

As proteinas Soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion protein attachment
protein receptor (SNARES) foram descobertas pela primeira vez em 1980 em leveduras,
e uma década mais tarde em mamiferos. Esta descoberta abriu novos caminhos para
entender o mecanismo associado a fusdo de membranas. As proteinas sinapticas
Sintaxina 1A (STX1A) (Bennett et al., 1992), SNAP-25 (proteina associada ao
sinaptossoma de 25kDa) (Oyler et al., 1989) e VAMP (proteina associada & membrana
vesicular, também conhecida como sinaptobrevina) (Trimble et al., 1988) foram as
primeiras proteinas da familia SNARE a serem descobertas.

Vérios estudos evidenciaram as SNAREs sindpticas como componentes
moleculares envolvidos na exocitose. Mostrou-se que tanto a toxina botulinica como o

tétano (neurotoxinas bacterianas), para além de inibirem a exocitose clivam também as
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proteinas SNAREs sinapticas (Blasi et al., 1993, Link et al., 1992). Além disso,
registou-se que as proteinas SNAP-25, STX1A e VAMP formam um complexo estavel
de estequiometria 1:1:1 (Fasshauer et al., 1998; Poirier et al., 1998).

A STX1A e a VAMP encontram-se ancoradas as membranas através de um
dominio transmembranar. A SNAP-25 estd perifericamente ligada a membrana por
palmitoilacdo (Sorensen, 2006) e encontra-se implicada nos mecanismos de crescimento
axonal e plasticidade sinaptica (Osen-Sand et al., 1993). As proteinas SNARE
caracterizam-se pela presenga de uma cadeia de 60-70 aminoécidos altamente
conservada em a-hélice, o motif SNARE. A VAMP e a STX1A contém na sua estrutura
um motif. Por outro lado a SNAP-25, tal como os seus homdlogos, inclui dois motifs
(Jahn, 2004; Rizo e Sidhof, 2012). Durante a exocitose os motifs SNARE destas trés
proteinas interagem entre si, formando um feixe de quatro o-hélices enroladas,
denominado complexo central. A formacéo deste complexo esta associada a uma grande
libertacdo de energia, a qual é utilizada para iniciar o mecanismo de fusdo. As ancoras
transmenbranares da VAMP e da STX1A estdo localizadas no terminal C do complexo
(Hanson et al., 1997; Sutton et al., 1998). Esta disposi¢do sugere que a formacdo do
complexo ocorre de forma semelhante a um feixe, direccionada do terminal N para o
terminal C. A formacdo em paralelo do complexo SNARE segundo esta direccao,
suporta fortemente a hipdtese de que a formacdo do complexo promove a fusdo através
da aproximacdo das duas membranas apostas, ultrapassando desta forma as barreiras
energéticas impostas pelas forcas electrostaticas repulsivas entre camadas lipidicas
(Hanson et al., 1997; Sorensen, 2006). O complexo é formado fundamentalmente por
interaccdes hidrofdbicas, no entanto existe uma camada hidrofilica central que é
composta por 3 residuos de glutamina e um de arginina. As proteinas SNAREs sao
assim classificadas em Q-SNARES que apresentam um residuo central de glutamina
(SNAP-25 e STX1A), ou em R-SNARES que possuem um residuo central de arginina
(VAMP) (Fasshauer et al., 1998). Este complexo € estavel a temperaturas de 90°C
(Yang et al., 1999) e resiste tanto a digestdo por proteases (Poirier et al.,1998) como a
desnaturacdo pelo dodecil sulfato de sddio (SDS) (Hayashi et al., 1994).
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Figura 9: A) Representacdo esquematica da estrutura das proteinas SNARE sinapticas: SNAP-
25, STX1A e VAMP (sinaptobrevina). A SNAP-25 possui 2 motifs, entre os quais se incluem
quatro residuos de cisteina palmitoilados que permitem o seu ancoramento na membrana
sinaptica. Tanto a VAMP como a STX1A encontram-se ligadas a membrana através de
dominios transmembranares no terminal C. Legenda: TMD- dominios transmembranares;
CCCC- residuos de cisteina palmitoilados. B) Representacdo esquematica da estrutura cristalina
do Complexo SNARE. O Complexo é formado pela associagdo dos motifs da SNAP-25 (verde),
STX1A (vermelho) e VAMP (azul). As hélices orientam-se paralelamente do dominio N até ao
C. Adaptado de Bruns e Jahn (2002).

A reciclagem dos componentes do complexo central € mediada pela acgdo
conjugada do N-ethymaleimede sensitive factor (NSF) e do cofactor a-,  ou y- Soluble
N-ethylmaleimide sensitive fusion protein attachment protein (SNAP) (Jahn e Stdhof,
1999). O NSF pertence a familia AAA*, ATPases associadas a varias actividades
celulares, e possui um sitio de ligacdo a ATP com actividade catalitica (Ogura e
Wilkinson, 2001). A proteina adaptadora SNAP liga-se com elevada afinidade ao
complexo central, o que por sua vez permite o recrutamento e a ligacdo da chaperona
NSF. Através da hidrolise de ATP, o NSF cataliza entdo a dissociacdo do complexo
termodinamicamente estavel. Podem ser necessarios varios ciclos de hidrélise de ATP,

para fornecerem energia suficiente para a dissociacdo do complexo (Janh e Scheller,
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2006). Apos a ocorréncia de exocitose, a VAMP ¢ re-endocitada e reciclada. Os
componentes do complexo SNARE séo deste modo reciclados, ficando disponiveis para
promoverem novos ciclos de exocitose (Barnerjee et al., 1996; Mayer et al., 1996).

Nucleation ey

[—p

Aberturado
porodefusdo

Figura 10: Imagem ilustrativa do mecanismo de fusdo das vesiculas sinapticas mediado pelas
proteinas do complexo SNARE. Para se iniciar a formacdo do complexo SNARE € necessario
uma alteragdo da conformacdo da Sintaxina (Nucleation). O complexo SNARE € entdo formado
através da associa¢do de 4 o-hélices enroladas dos motifs derivados da STX1A, SNAP-25 e
VAMP. A formacgdo do complexo aproxima as duas membranas que se fundem, permitindo a
libertacdo dos neurotransmissores pelo poro de fusdo. O complexo é posteriormente dissociado
pela accdo conjugada do NSF e do cofactor SNAP, através da hidrolise de ATP. Adaptado de
Rizo e Siidhof (2002).

Estudos recentes tém investigado o nimero de complexos SNAREs requeridos
para o processo de fusdo de membranas. A estequiometria exacta dos complexos de
fuséo permanece controversa. Estudos realizados neste ambito com recurso a diferentes
metodologias apontam para nameros diferentes. No entanto, o facto de apenas muito
poucos serem necessarios € comum em todos eles (Mohrmann R., 2010; van den
Bogaart et al., 2010; Sinha et al., 2011).
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A fusdo das vesiculas sinaptica € modulada também pela interaccdo de outras
proteinas com as SNAREs. Destas, destacam-se a Muncl8, as complexinas e a
sinaptotagmina. A Muncl18 ao ligar-se & STX1A regula a funcdo e a formacdo do

complexo SNARE. Por outro lado, as complexinas parecem ter funcdes quer inibitorias,

quer promotoras na fusdo das membranas, ligando-se também ao complexo SNARE. A
sinaptotagmina, outra das proteinas major que interage com as proteinas da familia
SNARE, funciona como um sensor de célcio. Na presenca de um influxo de Ca*
mediado pelo potencial de accdo promove a fusdo da vesicula com o terminal pré-
sinaptico, através da sua interaccdo com o complexo SNARE (Rizo e Rosenmund,
2008).

1.7 Genes candidatos: Proteinas SNARESs

Genericamente, um gene candidato € um gene envolvido nas vias patogénicas de
interesse que se pensam estar envolvidas na fisiologia da doenga ou traco de interesse
(Tsai et al., 2011). Como referido anteriormente, a genética do suicidio resulta de uma
interaccdo entre varios genes de susceptibilidade e factores ambientais. Por exemplo, 0s
genes de varios sistemas de neurotransmissores, de proteinas implicadas na adesdo
neuronal e na funcdo sinaptica podem ser candidatos para a etiologia do suicidio. De
facto varios estudos de associacdo com genes candidatos, particularmente de sistemas
de neurotransmissores foram realizados até ao momento, mas os resultados (Costanza et
al., 2013) sdo inconclusivos, com excepcdo do gene TPH e do transportador da

serotonina, carecendo de estudos adicionais com novos genes.

As sinapses sdo as unidades fundamentais da transmissdo de informacdo no
cérebro como descritas anteriormente. Qualquer alteragdo num dos passos envolvidos
no mecanismo de transmissdo sindptica, pode resultar em alteracbes ao nivel da
libertacdo dos neurotransmissores, que por sua vez estdo implicadas nas doencas
psiquiatricas. De facto, uma série de estudos sugerem que alteracbes nas proteinas
SNAREs estdo envolvidas em diversas doencas mentais (Corradini et al., 2009; Waites
e Garner, 2011). Uma vez que o suicidio estd associado a doencas mentais, alteracdes
nestas proteinas poderdo também estar implicadas na etiologia do suicidio. Por
exemplo, um estudo post-mortem investigou a desregulacdo das proteinas SNAREs e

suas interaccOes, no cortex pre-frontal de vitimas de suicidio com esquizofrenia e ou
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depressdo. Nos subgrupos de suicidio como causa de morte, a SNAP-25 e a VAMP
estavam presentes em niveis mais elevados, reportando-se também uma maior
probabilidade de formagdo do complexo SNARE heterotrimétrico in vitro
comparativamente com as formas monomeéricas e heterodiméricas (Honer et al, 2002).
Particularmente importante, num estudo realizado com microarrays foram detectados
alteracbes nos niveis de expressdo de varios genes das proteinas sinapticas, em
individuos com depressédo e suicidio, como por exemplo o gene da SNAP-25 e STX1A
(Sequeira et al., 2007; Tochigui, 2008; Sequeira et al., 2009; Fiori, 2012).

Além disso, estudos de linkage efectuados em familias com doentes com esquizofrenia
e doenca bipolar, de varias populacbes mundiais revelaram linkage na regido
cromossémica 20p12.3-11 que inclui a localizagdo do gene SNAP-25 (Moises et al.,
1995; Lewis et al., 2003). Num estudo também efectuado em familias Irlandesas foi
reportada uma associacdo entre o gene SNAP-25 e a esquizofrenia, quer para analise de
marcadores individuais como também analises baseadas em hapldtipos, apesar de a
tentativa de replicagdo destes resultados usando casos ndo relacionados ndo obteve
sucesso. (Fanous et al.,, 2009). Relativamente ao gene da STX1A, um estudo de
associacdo com base em familias nucleares com doentes com esquizofrenia revelou

associacdo entre o gene STX1A e a esquizofrenia (Wong et al., 2004).

Face ao exposto, genes das proteinas da maquinaria exocitética sdo candidatos
promissores para etiologia do suicidio, apesar de até ao momento esta hipdtese ainda

ndo ter sido explorada a nivel mundial.
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1.8 Objectivos

O suicidio é um fendmeno complexo, determinado pela interac¢do de diversos factores
de risco, sendo que os factores genéticos desempenham um papel importante na
etiologia do suicidio. Varias evidéncias sugerem que as proteinas sinapticas da
maquinaria exocitotica poderdo estar implicadas na etiologia suicidio. Contudo, ainda
ndo foram realizados estudos genéticos para testar esta hipdtese a nivel mundial. Assim,

no presente trabalho pretende-se:

e Determinar as frequéncias genotipicas e alélicas de variantes genéticas nos genes
SNAP-25 e STX1A, na Populagdo Portuguesa;

¢ Investigar uma possivel associacdo entre variantes nos genes SNAP-25 e STX1A
e o suicidio;

e Analisar diferencas entre o suicidio violento e ndo violento;

e Realizar uma andlise de género.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Seleccéo e recolha da amostra

Para este estudo foram seleccionadas amostras de Caucasianos da populacao
portuguesa, de vitimas de suicidio e controlos, ap6s consulta do Registo Nacional de
N&o Dadores (RENNDA). Procedeu-se a colheita de 10 ml de sangue para tubos de
vacuo (Vacuteiner), contendo o anticoagulante, o acido etilenodiamino-tetra-acético
(EDTA K2E, 0,18mL) para os estudos genéticos. A amostra total é constituida por 624
amostras, das quais 272 sdo vitimas de suicidio e 352 s&o controlos, Caucasianos da
populacdo portuguesa, seleccionadas no decorrer de autdpsias Medico-Legais, no
Instituto Nacional de Medicina Legal e Ciéncias Forenses (INMLCF). Existes varios
métodos violentos e ndo violentos para consumar o suicidio. O método violento inclui
as armas de fogo, enforcamento, afogamento e precipitagdo. O método ndo violento
inclui ingestdo excessiva de medicamentos, intoxicacdes por insecticidas, entre outras.
A amostra de vitimas de suicidio violento e ndo violento, de ambos o0s sexos tem idades
compreendidas entre 26 e 77 anos. A amostra controlo de ambos o0s sexos, com idades
compreendidas entre 15 e 88 anos, sem historial de doencas psiquiatricas, dependéncia
de drogas licitas ou ilicitas, foi seleccionada também no INMLCF.
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2.2 Extraccdo do DNA genomico

A extraccdo do DNA assume elevada importancia nos estudos genéticos, uma
vez que todas as técnicas moleculares subsequentes dependem da qualidade do DNA
obtido. A reaccdo de polimerase em cadeia (PCR) € uma técnica muito sensivel, que
depende da qualidade do DNA obtido. Assim, é essencial garantir que 0 DNA seja
obtido em elevadas quantidades e apresente um bom grau de pureza, integridade e
isencdo de contaminantes ou outras macromoléculas que possam interferir com a
técnica PCR. O DNA pode ser extraido de diversos materiais bioldgicos tais como
urina, sangue, saliva, medula déssea (Santella, 2006). No caso de amostras de sangue,
para além da sua boa disponibilidade, permitem também uma grande quantidade e
qualidade de DNA gendmico (Steinberg et al., 2002). Uma diversidade de métodos para
isolamento de DNA encontra-se descrita na literatura. De facto, para a seleccdo do
método adequado é necessario ter em conta factores como a quantidade e o tipo de
amostra ou a aplicacdo a que se destina 0 DNA (Carpi, 2011). Todos os métodos de
isolamento de &cidos nucleicos incluem trés etapas fundamentais: ruptura das
membranas celulares, lise das proteinas ou outras macromoléculas contaminantes, e
isolamento do DNA. Um dos métodos utilizado ¢ o método do fenol-cloroformio,
apesar de varios estudos mostrarem que este protocolo interfere com a técnica de PCR.
Surgiram entdo diversos protocolos alternativos como a extraccdo em gel de silica,
beads magnéticas, método enzimatico, salting-out (Carpi, 2011). O método utilizado
neste trabalho foi adaptado do protocolo proposto por Miller et al. (1988). Este método
inclui a utilizacdo de proteinase K, detergente anionico dodecil sulfato de sddio (SDS) e
precipitacdo do DNA na presenca de etanol. O SDS € um detergente aniénico que vai
dissolver as membranas celulares e desnaturar as proteinas. Por outro lado, a proteinase
K digere as proteinas e outras macromoléculas contaminantes. As proteinas semi-
digeridas sdo posteriormente precipitadas segundo o método de salting-out com uma
solucdo salina saturada NaCl. Finalmente, o DNA é precipitado em etanol e dissolvido
em solugdo Tris-EDTA (TE). A digestdo com proteinase K apresenta um bom
rendimento e qualidade quando comparado com outros métodos. Além disso, a pureza e
a integridade dos &cidos nucleicos obtidos permitem a aplicagdo em técnicas

moleculares como a PCR e digestdo com enzimas de restrigéo (Santella, 2006).
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O DNA foi extraido de amostras de sangue periférico utilizando um método
enzimético adaptado de Miller et al. (1988). De modo a promover a hemolise dos
glébulos vermelhos do sangue, as amostras foram colocadas em tubos de Falcon
juntamente com 30 mL de solucdo tampdo de lise de globulos vermelhos (NH4CI
155mM; KHCO3 10mM; Na;EDTA 1mM, pH=7,4) (Sigma®). Incubaram-se o0s tubos
durante 20 minutos em gelo e posteriormente procedeu-se a uma centrifugacdo a 2500
rpm durante 15 minutos a uma temperatura de 4°C (Rotanta 460R, Hettich®). O
sobrenadante foi descartado, sendo o pellet ressuspendido em 20 mL de solugédo tampé&o
lise de glébulos vermelhos. Seguiu-se uma nova centrifugacdo a 2500 rpm durante 15
minutos a 4°C (Rotanta 460R, Hettich®). Apds a obtengdo do pellet foram adicionados
4 mL de solugdo tampdo de lise de glébulos brancos (Tris-HCI 10 mM; NaCl 400 mM;
Na,EDTA.2H,0 mM, pH=8,0) (Sigma®), 250 pL de detergente SDS a 10% (BioRad®)
e 30 pL de proteinase K (20 mg/ml) (Roche®) e as amostras foram incubados a 37°C
no shaker (Forma Orbital Shaker, Thermo®) overnight sob agitacdo suave. Apds a
digestdo, foram adicionados 3 mL de uma solugdo saturada de NaCl (6M) (Sigma®).
Seguiu-se uma centrifugacdo durante 30 minutos, a 3750 rpm a temperatura de 25°C
(Rotanta 460R, Hettich®). Ao sobrenadante obtido foram adicionados
aproximadamente dois volumes de etanol absoluto para precipitagio do DNA
gendmico, sendo este lavado em etanol a 70%. Ao DNA obtido adicionou-se uma
solucdo TE (Tris-HCI 10 mM; Na;EDTA 0,2 mM, pH=8) (Sigma®) numa quantidade
variavel entre 150 e 350 pL, proporcional a quantidade de DNA obtida. O DNA
extraido foi deixado a dissolver em solucdo TE na estufa Incubator S160D (Stuart
Scientific®), a uma temperatura de 37°C e sob agitacdo suave. As amostras foram

posteriormente armazenadas e preservadas a uma temperatura de 4°C.

2.3 Quantificacao e avaliacéo do grau de pureza do DNA

O DNA extraido foi quantificado e avaliado qualitativamente com recurso a
técnica de espectrofotometria. O DNA absorve na regido ultravioleta do espectro, a 260
nm, enquanto que as proteinas absorvem a 280 nm. Deste modo, a razdo DO260/D0280
permite avaliar o grau de pureza do DNA obtido. As amostras de DNA devem
apresentar valores para este racio no intervalo 1,5 a 2. Ré&cios abaixo indicam
contaminagdo por proteinas, enquanto racios superiores revelam contaminacdo por

acido ribonucleico (RNA) (Sambrook e Russel, 1989). As concentracfes do DNA s&o
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obtidas segundo a relacdo 1 DO260 = 50 pug de DNA de dupla hélice, com recurso a
seguinte equacgéo:

[DNA](ug.ul™) = D0260 X Factor de diluicio X Constante da dulpla hélice

As amostras de DNA foram submetidas a leitura da densidade &ptica no
espectrofotémetro (SmartSpec™ Plus Spectrophotometer, BioRad®), utilizando-se um

cuvette de quartzo, uma vez que este material ndo absorve na regido ultravioleta.

2.4 Reacgdo em cadeia da polimerase

2.4.1 Fundamentos teoricos da técnica de reaccdo da polimerase em cadeia

O principio da técnica da reaccdo em cadeia da polimerase (PCR) baseia-se na
amplificacdo exponencial de uma determinada sequéncia de acidos nucleicos, 0 DNA
molde (Pandit e Li, 2004). A técnica PCR desenvolvida por Karry Mullis permite obter
uma grande quantidade de DNA em pouco tempo, sem que a amostra necessite de estar
altamente purificada. Esta técnica divide-se em trés fases que se repetem genericamente
por 25 a 35 ciclos: desnaturacdo, annealing e extensdo. A PCR ¢€ iniciada por uma fase
de desnaturacdo, na qual ocorre a separacdo da cadeia dupla do DNA mediada pela
temperatura (94°-96°). Segue-se uma diminuicdo da temperatura entre 55°-65° que
permite que um par de oligonucledtidos (primers) se liguem a sequéncias
complementares da cadeia molde. A temperatura é posteriormente elevada a
temperaturas proximas de 72°C, permitindo que a DNA polimerase actue junto dos
iniciadores catalisando a extensdo da cadeia através da adi¢do de nucle6tidos do meio
(Sambrook e Russel, 1989).

A Taqg polimerase é uma enzima termoestavel, isolada do eubacterium Thermus
aquaticus, ndo sendo inactivada no passo da desnaturagdo, uma vez que resiste a altas
temperaturas. Teoricamente, no final de cada ciclo, a quantidade de DNA duplica uma
vez que os produtos de um ciclo servem de molde para o ciclo seguinte (Sambrook e
Russel, 1989). A concentracdo de ides de magnésio assume um papel relevante para a

reaccdo em cadeia da polimerase. Para além de influenciarem a actividade da Tag DNA
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polimerase, os i6es de magnésio também intervém na eficiéncia dos primers. Como 0s
dNTPs se ligam a estes i0es, estes devem estar em excesso, de modo a garantir a

eficiéncia deste processo (Sambrook e Russel, 1989).

DNA molde -
e e LD Extensdo
5 a T — SHo— 3 dosprimers 3
———— [ —
: Primers, Tag, dNTPs,  3' — 5 73°C 5 E— 5
RegiZo aamplificar Desnaturacdo a94°C }
Annealing aTm Ciclo 2 Desnaturacao
Annealing
" 3 ¥ — 3
Extensdo —
Desnaturagao e —
Ciclo 3 B S
3 5
3 5'
.SI
— 3
— - 5
Amplificacdo

Extensdo B ——— exponencial
— da regido
S ———S—

Figura 11: Imagem representativa dos fundamentos da técnica de PCR. Os primers ligam-se a
sequéncias complementares na cadeia de DNA, flanqueando a regido de interesse a ser
amplificada. Apdés multiplos ciclos de desnaturagdo, annealing e extensdo obtém-se a
amplificacdo exponencial da regido de interesse. A quantidade final de produto ampificado
depende da quantidade inicial de DNA, da quantidade de reagentes e da eficiéncia da extensao.
Legenda: molde de DNA-azul; regido a ser amplificada-caixa; primers forward e reverse -

vermelho e verde. Adaptado de Pandit e Li. (2004).

Para a técnica de PCR sdo entdo necessarios dois oligonucleétidos iniciadores,

um molde de DNA, os 4 tipos de nucleétidos (ANTPs), enzima Taq Polimerase, cloreto

25



2. Materiais e Métodos

de magnésio, e uma solucgédo tampéo (Tris-HCI) que permita um pH 6ptimo para a ac¢édo
da Taq Polimerase (pH=7.4) (Pandit e Li, 2004).

2.4.2 Condicdes da reaccdo da polimerase em cadeia

2.4.2.1 Polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A

O gene STX1A localiza-se no cromossoma 7ql11.2 (Nakayama et al., 1997). O
polimorfismo estudado no gene STX1A corresponde a uma substituicdo T/C no intrdo 7.
O DNA foi amplificado ap6s optimizagdo das condi¢des descritas por Wong et al.
(2004). Os primers (Invitrogen®) utilizados foram 0s seguintes: 5°-
CAATGCTGCTGCTGAACTC (forward) e 5’-CGCTGACATTTATGTGACC
(reverse). A PCR foi realizada usando 50 ng de DNA genémico como molde, num
volume final de reaccdo de 25ul contendo 1X a solucdo tampéo (Invitrogen®), MgCl,
1,5 mM, dNTPs 160 uM (Invitrogen®), 0,2 mM de cada primer (Invitrogen®) e 0,04
U/ul Tag polimerase (Invitrogen®). As condicdes de amplificacdo no termociclador
(GeneAmp® PCR System 9700, Applied Biosystems) consistiram numa desnaturacao
inicial a 95°C durante 5 min, seguida por 35 ciclos de 30s de desnaturagdo a 95°C, 30s
de annealing a 62°C e 30 s de extensdo a 72°C. Seguiu-se ainda uma extensdo final a

72°C durante 7 minutos.

2.4.2.1 Polimorfismo T1069C do gene SNAP-25

O polimorfismo T1069C do gene SNAP-25 foi amplificado através do método
PCR-RFLP, depois de optimizadas as condi¢Ges baseadas no protocolo descrito por
Barr et al. (2000). Os dois oligonucle6tidos iniciadores (Invitrogen®) usados para
amplificar este segmento de DNA foram: 5’-TTCTCCTCCAAATGCTGTCG-3’
(Forward) e 5’-CCACCGAGGAGAGAAAATG-3’ (Reverse). O polimorfismo foi
amplificado num termociclador (GeneAmp® PCR System 9700, Applied
Biosystems®), e para um volume final de 25 pl adicionaram-se 125 ng de DNA
gendémico, 1X solugcdo tampdo (Invitrogen®), MgCI2 1,5 mM, dNTPs 160 pM
(Invitrogen®), 1,6 ng/uL de cada primer (Invitrogen®) e 0,04 U/ul Tag polimerase
(Invitrogen®). Ap6s uma pré-desnaturacdo de 5 minutos a 95°, seguiram-se 35 ciclos de
desnaturacdo (30 s a 94°C), annealing (40s a 61°C) e extensdo (30 s a 72°C).
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2.5 Digestao com enzimas de restricao

2.5.1 Fundamentos teoricos das enzimas de restricao

As enzimas de restricdo sdo endonucleases isoladas a partir de bactérias, que
reconhecem e clivam sequéncias especificas de DNA, geralmente com 4 a 8 pb (Tefferi
et al., 2002). O numero de fragmentos de restricdo depende do nimero de locais de
restricdo presentes na cadeia de DNA. Os fragmentos apresentam um ndmero variavel
de tamanhos e podem, posteriormente ser separados e identificados através de

electroforese em gel de agarose (Sambrook e Russel, 1989).

2.5.2 Condicdes da digestdo com enzimas de restricao

2.5.2.1 Polimorfismo no intréo 7 do gene STX1A

Relativamente ao polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, a digestdo dos
produtos amplificados ocorreu segundo as condi¢des descritas por Wong et al. (2004).
Ao produto resultante da amplificacdo foi adicionado a enzima HpyCH4IV (New
England Biolabs®). A digestdo ocorreu overnight a uma temperatura de 37°C. A
endonuclease de restricdo HpyCH41V reconhece e cliva a seguinte sequéncia:
5’-A/ICGT-3’

3’-TGC/A-S’

2.5.2.2 Polimorfismo T1069C do gene SNAP-25

Para o polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, o produto resultante da
amplificacdo foi incubado com a enzima Ddel (New England Biolabs®), a uma
temperatura de 37°C overnight. Esta endonuclease de restricdo reconhece e cliva a

seguinte sequéncia de nucledtidos:
5’-C/TNAG-3’

3>-GANT/C-5’
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2.6 Electroforese em gel de agarose

2.6.1 Fundamentos teoricos da electroforese em gel de agarose

Para separar e identificar os produtos resultantes da digestdo de restricdo
procedeu-se a electroforese em gel de agarose. Esta técnica baseia-se no principio de
que o DNA, sendo negativamente carregado a pH neutro ou alcalino, na presenga de um
campo eléctrico migra em direccdo ao anodo (pdlo positivo). Consequentemente,
fragmentos de diferentes tamanhos sdo separados ao longo do gel, dado que a
velocidade de migracdo depende do tamanho e peso molecular dos &cidos nucleicos
(Pandit e Li, 2004).

A agarose é um polissacarideo ndo toxico, extraido de uma alga marinha
vermelha. A electroforese em gel de agarose possibilita a separacdo de acidos nucleicos
com tamanho compreendido entre 0,2 Kb a 50 Kb. A concentracdo do gel apresenta-se
como um parametro relevante. Uma concentracdo elevada corresponde a uma menor
porosidade, e consequentemente menores 0os fragmentos de DNA que se conseguem
separar (Sambrook e Russel, 1989).

Os tampdes mais utilizados no processo electroforético sdo o Tris-Acetato-
EDTA (TAE) e o Tris-Borato-EDTA (TBE). No entanto o TAE possui menor
capacidade tamponante em compara¢do com o TBE. O tampdo para além de ajustar os
valores de pH, actua como electrolito que ao garantir a manutencdo da corrente
eléctrica, torna-se essencial para a mobilidade electroforética. As amostras s&o
adicionados loading dyes, os quais possuem na sua constituicdo componentes de
elevada densidade e corantes Os elementos de elevada densidade garantem que o DNA
seja carregado nos pocos por accdo da forca gravitica, enquanto que os corantes
facilitam a insercdo do DNA nos pocos devido a adi¢do de cor e permitem monitorizar a
mobilidade electroforética uma vez que migram no gel a velocidades conhecidas. Para a
determinacdo dos tamanhos dos fragmentos de DNA séo utilizados marcadores de peso
molecular (ladders), que permitem por comparacdo determinar o tamanho dos

fragmentos (Sambrook e Russel, 1989).
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I - Aplicacac das amostras
no gel de agarose

II - Aspecto do gel no
final da electroforese

IXI-Vvisuvalizacio das
bandas no transiiuminador
(luz UV)

IV - Fotografia do gel

M - marcacar de pesos moleculares
A, B - amostras de DNA

Figura 12: Representacdo esquematica da técnica de electroforese. As amostras de DNA
coradas com o loadding dye séo carregadas nos pocos do gel de agarose corado com brometo de
etidio (). Sob a aplicacdao de uma corrente eléctrica, 0 DNA migra em direccéo ao polo positivo
de acordo o seu peso molecular. No final da corrida electroforética o gel apresenta um aspecto
semelhante ao representado em Il. As bandas de DNA podem ser posteriormente visualizadas
sob luz ultravioleta num transiluminador (I11) Legenda: M- marcador de pesos moleculares
(ladder); A,B -amostras de DNA.

Os geis de agarose podem ser corados com brometo de etidio (C2:H2OBrN3), que
se intercala nas bases do DNA e, na presenca de luz ulta-violeta (260 e 360 nm), emite
fluorescéncia na regido vermelho-alaranjado do espectro visivel. A fluorescéncia
emitida pelo brometo de etidio é directamente proporcional a quantidade de DNA
(Pandit e Li, 2004).
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2.6.2 Condicoes da electroforese em gel de agarose

2.6.2.1 Polimorfismo intr&o 7 do gene da STX1A

Relativamente ao polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, aos fragmentos
resultantes da digestdo com a enzima de restricdo foi adicionada uma solucdo corante
(xileno cianol 0,025% (m/V) (Sigma®); azul bromofenol 0,025% (m/V) (Sigma®) e
glicerol 30% (m/V) (Invitrogen ®)), procedendo-se posteriormente a sua electroforese
em gel de agarose a 2,5% corado com brometo de etidio (10 mg/mL) (Bio-Rad®). Os
géis foram corridos sob uma diferenca de potencial de 100 V, imersos em solucdo TBE
1x (Tris-base 89 mM; &cido bdrico 89 mM e Na2EDTA.2H20 2 mM, pH=8) num
sistema de electroforese horizontal (Bio-Rad®). Por fim os fragmentos foram
visualizados num sistema Gel Doc™ EQ (Bio-Rad®), sendo os tamanhos determinados
por comparacdo com o marcador de peso molecular Gene RulerTM 100 pb DNA ladder
(MBI Fermentas®).

2.6.2.2 Polimorfismo T1069C do gene da SNAP-25

Para o polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, os produtos da digestdo com a
enzima de restricdo foram corados com o corante (xileno cianol 0,025% (m/V)
(Sigma®); azul bromofenol 0,025% (m/V) (Sigma®) e glicerol 30% (m/V) (Invitrogen
®). O processo electroforético decorreu num sistema horizontal (Bio-Rad®), em gel de
agarose a 3% corado com brometo de etidio (10 mg/mL) (Bio-Rad®). Os géis foram
submetidos a uma diferenca de potencial de 110 V em solugcdo TBE 1x (Tris-base 89
mM; acido borico 89 mM e Na2EDTA.2H20 2 mM, pH=8). As bandas de DNA foram
visualizadas num sistema Gel DocTM EQ, (Bio-Rad®), sendo o0s tamanhos
determinados por comparagdo com o marcador de peso molecular Gene RulerTM 100
pb DNA ladder (MBI Fermentas®).

2.7 Analise estatistica

A amostra total de 624 individuos foi fragmentada e a comparacdo da
distribuicdo dos genotipos e alelos nos diferentes grupos foi efectuada recorrendo ao
teste do Qui-quadrado, usando tabelas de contingéncia e o software Primer of
Biostatistics program versdo 3.01 (Glantz, 1992). Procedeu-se também a anélise do
HWE.
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3. Resultados e Discussao

3.1 Analise do polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A

O gene STX1A, constituido por 10 ex0es, localiza-se no braco longo (q11.2) do
cromossoma 7 (Nakayama et al., 1997) e codifica a proteina STX1A, que esta envolvida
na regulacdo da exocitose das vesiculas sinapticas através da formacdo do complexo
SNARE.
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Figura 13: Representacdo esquematica da localizacdo cromossémica do gene STX1A no

cromossoma 7.

O polimorfismo no intrdo 7 corresponde a uma substituicdo T por C que ocorre a

52 pb a jusante da extremidade 3’ do exdo 7 (Tsunoda et al., 2001).

L
1000bp
Exdao 4 56 8
cctacgtc

t

Figura 14: Representacdo esquemdtica da estrutura do gene STX1A e localizacdo do
polimorfismo T/C no intrdo 7. Legenda da figura: 1 a 10-ex8es do gene; bp-pares de bases.
Adaptado de Tsunoda et al. (2001).

Para o estudo deste polimorfismo, o DNA foi amplificado segundo a
metodologia descrita em 2.4.2.1 do capitulo Materiais e Métodos. Posteriormente o
produto amplificado de 312 pb foi incubado com a endonuclease de restrigdo
HpyCHA4IV de acordo com o protocolo descrito em 2.5.2.1 do capitulo Materiais e
Métodos. A electroforese dos produtos digestdo revelou a existéncia de uma banda de

312 pb que corresponde a individuos homozigoticos para o alelo T, bandas de
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312pb+186pb+126pb que correspondem a individuos heterozigoticos TC, e bandas com

126pb+186pb que correspondem aos individuos homozigoticos para o alelo C.

<— 312pb

< 186pb
<— 126pb

Figura 15: Imagem do perfil electroforético obtido resultante da separacdo dos produtos da
digestdo com a enzima HpyCH4l1V, relativos ao polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A. Os
produtos da digestdo foram separados em gel de agarose a 2,5%. Legenda:1,2,3,4,5,6-amostras
correspondentes a individuos homozigéticos CC; 7,9,10- amostras correspondentes a individuos
heterozig6ticos TC; 8- amostra correspondente a um individuo homozig6tico TT; 11- marcador

de peso molecular de 100 pb.

Na tabela | estdo representadas as distribuicGes genotipicas observadas e
esperadas segundo o HWE para o polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, bem como

os valores obtidos para a analise Chi-quadrado relativa ao HWE.

Tabela I: Distribui¢cbes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o HWE para o

polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, na amostra total de suicidios e na amostra total de

controlos.
Genotipos Gen6tipos esperados pelo
observados HWE Valores p
TT TC CcC TT TC CcC

icidi X?=0,531; df=1;

Suicidio 66 142 64 69,00 135,99 67,00 0=0.466
220 108" Jf=1-
Controlos | 77 183 99 | 79,09 17883 10109 | * —g,:lggégf-l,
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A distribuicdo genotipica neste locus estd de acordo com o HWE, tanto para
amostra de suicidios (X?=0,531; df=1; p=0,466) como para a amostra de controlos
(X?=0,196; df=1; p=0,658).

Na tabela Il encontram-se representadas as distribuicdes genotipicas e alélicas
relativas ao polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, na amostra de suicidio (n=272) e

na amostra controlos (n=359).

Tabela Il: Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A na

amostra de suicidios e na amostra de controlos.

Genotipos (%) Alelos (%)

TT TC cC T C
Suicidio 66 142 64 274 270
(24,3) (52,2) (23,5) (50,4) (49,6)
Controlas 77 183 99 337 381
(21,4) (51,0) (27,6) (46,9) (53,1)
X?=1,568; df=2; p=0,456 X?=1,325; df=1; p=0,250

Para o polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, na amostra de controlos a
frequéncia do alelo C (53,1%) foi superior a do alelo T (46.9%). O mesmo nao se
verificou para as vitimas de suicidio, sendo a frequéncia do alelo T (50,4%) superior a
do alelo C (49,6%). Relativamente as distribui¢bes genotipicas do polimorfismo, no
grupo controlo, a frequéncia dos homozigéticos TT foi 21,4%, a frequéncia dos
heterozigo6ticos TC foi 51,0% e a frequéncia dos homozigéticos CC foi 27,6%. Nas
vitimas de suicidio a frequéncia dos homozigéticos TT foi 24,3%, a frequéncia dos

heterozigoticos TC foi 52,2% e a frequéncia dos homozigoticos CC foi 23,5%.

O polimorfismo em estudo foi previamente associado a esquizofrenia (Wong et
al., 2004). Tendo em conta a relagéo entre as doengas mentais e o suicidio, colocou-se a
hipotese do gene STX1A estar também implicado na susceptibilidade do suicidio. No
entanto, a andlise estatistica dos resultados ndo revelou diferencas estatisticamente
significativas para a distribuicdo genotipica (X?=1,568; df=2; p=0,456) e alélica
(X?=1,325; df=1; p=0,250) comparando a amostra de vitimas de suicidio com a amostra
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controlo. Os resultados ndo revelaram evidéncias de associacdo entre o polimorfismo no
intrdo 7 do gene STX1A e o suicidio na amostra estudada da populacdo portuguesa. Que
tenhamos conhecimento, este é o primeiro estudo genético que investigou o gene STX1A

na etiologia do suicidio.

Vérios estudos geneéticos relativamente ao suicidio demonstraram que existem
diferencas de género (Baca-Garcia et al., 2002). No nosso grupo, uma associacao entre
0 gene 5-HTR6 e o suicidio no sexo masculino foi obtida (Azenha et al, 2009). Além
disso, também diferencas nas andlises de género foram obtidas na nossa populagéo para
0s genes MAO-A e COMT (resultados ndo publicados). Assim procedeu-se também a
uma analise de género e os resultados obtidos estdo representados nas figuras 16 e 17.
Na tabela Il estdo também representadas as distribui¢fes genotipicas observadas e as
esperadas segundo 0 HWE para o polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, relativas a

analise de género.

Tabela I11: Distribuigdes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o HWE para o
polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, relativas & anélise de género.

Gendtipos Gendtipos esperados
observados pelo HWE VEEES [
TT TC CcC TT TC CC
e sl 2 . —1-
Vitimas SUICI_dIO 52 102 51 5175 1025 50,75 X —OPOS, df=1;
sexo masculino p=0,945
2 . —1-
Controlossexo | g3 116 g6 | 5243 117,14 6543 | X 0022 dF=L
masculino p=0,881
Sy . - 2 . —1.
Vitimas suicidio | , 40 13 | 17,25 3349 1625 | X 2529 dF=L
sexo feminino p=0,112
2 . —1-
Controlossexo | o, 67 33 | 2666 61,67 3566 | 0020 =L
feminino p=0,336

As distribuicdes dos gendtipos estdo de acordo com HWE para este
polimorfismo, tanto nas amostras de vitimas de suicidio do sexo masculino (X?=0,005;
df=1; p=0,945) e feminino (X°=2,529; df=1; p=0,112), como nas amostra de controlos
do sexo masculino (X?=0,022; df=1; p=0,881) e feminino (X?=0,925; df=1; p=0,336).
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Figura 16: Representacdo grafica das distribuigdes (%) genotipicas e alélicas do polimorfismo

do intrdo 7 do gene STX1A na andlise de género, para o sexo masculino.
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Figura 17: Representacdo grafica das distribuicdes (%) genotipicas e alélicas do polimorfismo
do intrdo 7 do gene STX1A na analise de género, para o sexo feminino.

A andlise estatistica dos resultados ndo evidenciou diferencas estatisticamente
significativas entre as vitimas de suicidio do sexo masculino (n=205) e os controlos do
sexo masculino (n=235), quer para a distribuicdo dos genétipos (X*=0,790; df=2;
p=0,674), quer para a distribuicéo dos alelos (X°=0,678; df=1; p=0,410). Similarmente,
no sexo feminino ndo foram encontradas diferencas significativas entre as vitimas de
suicidio do sexo feminino (n=67) e os controlos do sexo feminino (n=124), para as
distribuicdes genotipicas (X?=1,240; df=2; p=0,538) e alélicas (X*=0,504; df=1;
p=0,478) do polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A.
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Uma vez que o método de suicidio pode ser importante, a amostra de vitimas de
suicidio foi estratificada em dois grupos: suicidio violento (n=219) e suicidio n&o-
violento (n=53), no sentido de se identificar diferengas quanto ao método de consumar o
suicidio. A distribuicdo genotipica para o polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A esta
de acordo com o HWE (Tabela 1V), tanto na amostra de suicidio violento (X?=0,570;

df=1; p=0,450) como na amostra de suicidio n&o violento (X?=0,032; df=1; p=0,658).

Tabela 1V: DistribuicGes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o HWE para o
polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, na amostra de suicidio violento e na amostra de
suicidio ndo violento.

Genotipos Genotipos esperados valores
observados pelo HWE b
TT TC CC TT TC CcC
Suicidio X?=0,570; df=1;
Violento 55 115 49 57,79 109,42 51,79 0=0,450
Suicidio Nao X?=0,032; df=1;
Violento 11 27 15 11,23 26,35 15,33 0=0,658

Nas figuras 18 e 19 encontram-se representadas graficamente as distribuicdes
dos alelos e dos gendtipos relativas ao polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, no

caso suicidio violento e ndo-violento, respectivamente.

100

80

60 52,5 53,853,1

> 46,246,9
40 27,6
251514 22,4
T r I
O T T T T T
T TC cc T C

Suicidio Violento ® Controlos

Figura 18: Representacdo grafica das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do

intrdo 7 do gene STX1A, em vitimas de suicidio violento e controlos.
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Figura 19: Representacdo grafica das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do

intrdo 7 do gene STX1A, em vitimas de suicidio ndo violento e controlos.

Contudo n&do foram observadas diferengas estatisticamente significativas para
qualquer dos dois grupos, tanto para as distribuicdes genotipicas (suicidio violento:
X?=2,300; df=2;p=0,317; suicidio ndo-violento; X?=0,019; df=2; p=0,990) como para as
distribuicdes alélicas (suicidio violento: X°=1,967; df=1; p=0,161; suicidio ndo
violento: X?=0,001; df=1; p=0,974).

A semelhanga dos resultados anteriores, a analise tendo em conta 0 método de
suicidio também ndo revelou diferencas quanto a letalidade do método, sendo que no
seu conjunto os resultados parecem sugerir que o polimorfismo do gene STX1A néo
desempenha um papel directo na etiologia do suicidio na amostra estudada. No entanto
outras variantes genéticas no gene STX1A poderdo estar envolvidas, tendo em conta que
foram detectadas variacbes na expressdo do gene STX1A em vitimas de suicidio
(Tochigui, 2008), alteracGes estas que por sua vez podem interferir no mecanismo de

libertacdo dos neurotransmissores.
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3.2 Analise do polimorfismo T1069C do gene SNAP-25

O gene que codifica a proteina SNAP-25 localiza-se no cromossoma 20p12.2 e a
proteina SNAP-25 é componente integral da maquinaria de fusdo exocitética a nivel
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Figura 20: Representacdo esquematica da localizacdo do gene SNAP-25 no cromossoma 20.

O gene SNAP-25 ¢é constituido por 8 exdes e 7 intrées e o polimorfismo T1069C,

que conduz a uma substituicdo de uma base T por C, localiza-se na regido 3’UTR

T1069C

H— | i—— !

ex3 ex4 ex5* ex6b ex7 ex§

Figura 21: Representacdo esquematica da estrutura do gene SNAP-25 e localizagcdo do
polimorfismo T1069C na regido 3’UTR. Legenda da figura: ex1- 8 - exBes do gene; caixa
branca: regido 3"UTR. Adaptado de Fenge t al. (2005).

Para o estudo do polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, o DNA gendmico foi
amplificado, segundo o método PCR-RFLP descrito em 2.4.2.2 do capitulo Materiais e
Métodos, obtendo-se produtos de 261 pb. O produto amplificado foi digerido com a
enzima Ddel de acordo com as condi¢fes descritas em 2.5.2.2 do capitulo Materiais e
Métodos.

O perfil electroforético dos fragmentos de DNA resultantes da digestdo com a
enzima de restricdo permitiu a identificacdo de uma banda de 261 pb que corresponde

aos individuos homozigéticos para o alelo T, bandas de 261+228pb (e uma banda de 33
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pb que ndo é visivel no perfil electroforético) que correspondem aos individuos

heterozigoticos TC e uma banda de 228pb que corresponde aos individuos

heterozigoticos para o alelo C.

261 pb
- 228 pb

Figura 22: Imagem da electroforese dos fragmentos resultantes da digestdo com a enzima Ddel,
para o polimorfismo T1069C do gene SNAP-25. Os produtos da digestdo foram separados em
gel de agarose a 3%. Legenda: 1, 3, 4, 5, 6, 10, 11, 12, 14, 16- amostras correspondentes a
individuos homozigéticos TT; 2, 7, 8, 9, 13, 15- amostras correspondentes a individuos

heterozig6ticos TC; 17- marcador de peso molecular de 100pb.

Na tabela V estdo representadas as distribuicGes genotipicas observadas e as
distribuicbes genotipicas esperadas segundo o HWE para o polimorfismo T1069C do
gene SNAP-25. As distribuicdes dos gendtipos estdo de acordo com HWE para este
polimorfismo, tanto na amostra total de controlos (X?=0,178; df=1; p= 0,673) como na
amostra total de suicidios (X?=1,294; df=1; p=0,255).

Tabela V: Distribuicdes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o HWE para o
polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, na amostra total de suicidios e na amostra total de

controlos.

Genotipos Genotipos esperados pelo

observados HWE Valores p
TT TC CC TT TC CcC
o X?=1,294; df=1;
Suicidio 155 82 16 151,84 88,32 12,84 0=0,255
2 . —1 .
Controlos| 198 113 14 | 19929 11041 1529 | * _8’:13%7dgf_1’
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Na tabela VI sdo apresentadas as frequéncias genotipicas e alélicas para o
polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, para as vitimas de suicidio (n=253) e
controlos (n=325).

Tabela VI: Distribuicdo genotipica e alélica, com as respectivas frequéncias, do polimorfismo
T1069C do gene SNAP-25 em suicidios e controlos.

Genotipos(%o) Alelos(%0)

TT TC cC T C
Suicidio 155 82 16 392 114
(61,3) (32,4) (6,3) (77,5) (22,5)
Controlos 198 113 14 509 141
(60,9) (34,8) (4,3) (78,3) (21,7)
X?=1,352; df=2;p=0,509 X?=0,072;df=1;p=0,788

No que diz respeito a distribuicdo alélica do polimorfismo T1069C do gene
SNAP-25 na populacdo portuguesa, a frequéncia do alelo T (78,3%) é cerca de 3,6 vezes
superior & do alelo C (21,7%). Nas vitimas de suicidio o alelo T foi identificado em
77,5% dos casos e o alelo C em 22,5%. Relativamente as distribuicdes genotipicas nos
controlos as frequéncias dos genotipos TT, TC e CC sdo 60,9%, 34,8% e 4,3%,
respectivamente. Para a amostra total do suicidio obteve-se 61,3% para o genoétipo TT,
32,4% para o gendtipo TC e 6,3% para o0 gendétipo CC.

Como mencionado anteriormente, o suicidio esta relacionado com as doengas
mentais e num estudo em familias Irlandesas foi revelada associacdo entre o gene
SNAP-25 e a esquizofrenia (Fanous, 2009), podendo eventualmente o gene SNAP-25
desempenhar também um papel na etiologia do suicidio. Assim, procedemos a analise
estatistica comparando a amostra total de suicidios versus amostra total de controlos e
os resultados obtidos sdo negativos quer para o genétipo (X°=1,352; df=2; p=0,509),
quer para os alelos (X?=0,072; df=1; p=0,788), o que sugere que o polimorfismo
T1069C do gene SNAP-25 ndo desempenha um papel importante na etiologia do
suicidio na amostra estudada. Até ao momento, ndo existem estudos genéticos

efectuados a nivel mundial relativamente ao gene SNAP-25 e o suicidio.
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A semelhanca do gene STX1A e no sentido de se proceder a uma andlise de
género efectuou-se a estratificacdo da amostra e os resultados estdo representados na
figura 19 e na figura 20 para o sexo masculino e feminino, respectivamente. A
distribuicdo genotipica neste locus esta de acordo com o0 HWE (Tabela V1), nas vitimas
de suicidio do sexo masculino (X?=1,534; df=1; p=0,216) e do sexo feminino
(X?=0,008; df=1; p=0,931), bem como nos controlos do sexo masculino (X?=0,001;
df=1; p=0,976) e feminino (X*=0,460; df=1; p=0,498).

Tabela VII: Distribui¢fes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o HWE para o
polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, relativas a analise de género.

Genotipos esperados

Gendtipos observados pelo HWE Valores p
TT TC CC TT TC CC
Fam VT 2_ . 1.
Vitimas SUICI_dIO 112 60 13 10899 66,01 9.99 X —1,_534, df=1;
sexo masculino p=0,216
2_ . —1-.
Controlossexo | 1pg 45 10 |12808 7185 1008 | X 0.00L di=l;
masculino p=0,976
So- - - 2_ . —1.
Vitimas suicidio | 4 22 3 | 4288 2024 288 | X70008 dF=L
sexo feminino p=0,931
2 . —1.
Controlos sexo | 7, 44 4 | 7122 3856 522 | X70:460 df=L;
feminino p=0,498
100
78,1
20 76,8
64 &1
60 +—
40 4 34,3343
23,221,9
20 +—
17 47
O T T - T T T
TT TC cC T C

Vitimas de suicidio masculinas B Controlos

Figura 23: Representacdo grafica das distribuicdes (%) genotipicas e alélicas do polimorfismo

T1069C do gene SNAP-25 entre casos de suicidio e controlos masculinos.
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A anadlise estatistica dos resultados ndo revelou diferengas estatisticamente
significativas nas frequéncias genotipicas do polimorfismo T1069C (X?=0,970; df=2;
p=0,616), entre as vitimas de suicidio do sexo masculino (n=175) e os controlos do sexo
masculino (n=210). Similarmente, obteve-se resultados negativos para as frequéncias
alélicas (X?=0,132; df=1; p=0,716).

100
79,478,7
80
63,260,9
60 +—
40 +— 32,4356
20,621,3
20 +—
4,4 35
O T T _ T T T
™ TC cc T c

Vitimas de suicidio femininas  ® Controlos

Figura 24: Representacao grafica das distribuicdes (%) genotipicas e alélicas do polimorfismo
T1069C do gene SNAP-25, entre casos de suicidio e controlos femininos

Entre as vitimas de suicidios do sexo feminino (n=69) e os controlos do sexo
femininos (n=115), também ndo sdo observadas diferencas estatisticamente
significativas nas frequéncias para o polimorfismo T1069C, tanto ao nivel dos
gendtipos (X?=0,271; df=2; p=0,873), como dos alelos (X?=0,001; df=1; p=0,976).

Procedeu-se também a uma andlise das diferencas do método utilizado para
consumar o suicidio, sendo a amostra de vitimas de suicidio estratificada em suicidio
violento (n=198) e suicidio ndo violento (n=54). As frequéncias dos gendtipos relativas
ao polimorfismo T1069C do gene SNAP-25 estdo de acordo com HWE (Tabela VIII),
na amostra de suicidio violento (X°=2,025; df=1; p=0,155) e na amostra de suicidio néo
violento (X?=0,133; df=1; p=0,715).
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Tabela VIII: Distribuicdes genotipicas observadas e esperadas de acordo com o HWE para o
polimorfismo T1069C do gene SNAP-25, na amostra de suicidio violento e na amostra de

suicidio ndo violento.

Genotipos Genotipos esperados

observados pelo HWE Ve[
TT TC CcC TT TC CcC
Suicidio X?=2,025; df=1;
Violento 121 63 14 117,46 70,09 10,46 0=0,155
Suicidio Nao X?=0,133; df=1;
Violento 33 12 2 33,45 18,10 2,45 0=0,715

Nas figuras 18 e 19 sdo mostradas graficamente as distribui¢es genotipicas e
alélicas do polimorfismo T1069C, nos casos de suicidio violento e ndo violento,

respectivamente.

100
77,178,2
80 '
61,160,3
60 +—
40 +— 31,8323
22,921,8
20 +—
71 44
O T T - T T T
™ TC cc T c

Suicidio Violento W Controlos

Figura 25: Representacdo grafica das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo
T1069C do gene SNAP-25, em vitimas de suicidio violento e controlos.
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100
78,778,2
80
61,160,3
60 +—
a0 | 35,235,3
21,321,8
20 +—
3,7 44
O T T - T T T
T TC cc T C

Suicidio Ndo Violento  m Controlos

Figura 26: Representacdo grafica das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo do

intrdo 7 do gene SNAP-25, em vitimas de suicidio ndo violento e controlos.

A anélise estatistica dos resultados ndo revelou diferencas estatisticamente
significativas entre o suicidio violento versus controlo e entre o suicidio ndo violento
versus controlo, quer para as frequéncias genotipicas (suicidio violento:
X?=2,077:df=2;p=0,345; suicidio ndo violento: X?=0,043;df=2; p=0,972), quer para as
frequéncias alélicas (suicidio violento: X?=0,135;df=1;p=0,714; suicidio n&o violento:
X?=0,001; df=1; p=0,973).

No seu conjunto os resultados apresentados parecem sugerir que a variante
T1069C nédo desempenha um papel directo na predisposicao para o suicidio. Contudo o
estudo de outros polimorfismos no gene da SNAP-25 sdo cruciais para esclarecer o
papel deste gene na etiologia do suicidio, uma vez que estudos de microarrays
realizados em vitimas de suicidio revelaram alteracfes na expressdo do gene SNAP-25
(Sequeira et al., 2009). Além disso, num estudo post-mortem, em doentes com
esquizofrenia e doentes com depressao, foram detectados niveis elevados de SNAP-25 e
VAMP no subgrupo de doentes que consumaram suicidio. AlteracBes na expressao do
gene SNAP-25, por sua vez seriam consistentes com modificagdes nos varios sistemas
de neurotransmissdo, uma vez que estudos prévios relativos a SNAP-25 sugerem
evidéncias de que tanto uma diminui¢cdo como um aumento da expressdo de SNAP-25

podem resultar em perturbacdes do normal funcionamento neuronal (Raber et al., 1997;
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Owe-Larsson et al, 1999). Face ao exposto, € possivel que outras variantes genéticas no

gene SNAP-25 desempenhem um papel na etiologia do suicidio.
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4. Conclusao

Vaérias evidéncias sugerem que as proteinas sindpticas da maquinaria exocitotica,
nomeadamente a SNAP-25 e a STX1A poderédo estar implicadas na etiologia suicidio.
Contudo, a nivel mundial ainda ndo foram realizados estudos genéticos para testar esta
hipdtese. Assim, no presente trabalho investigou-se um potencial envolvimento dos
genes SNAP-25 e STX1A da maquinaria exocittica na etiologia do suicidio na
populacdo Portuguesa, utilizando a estratégia do gene candidato.

No que se refere ao polimorfismo no intrdo 7 do gene STX1A, os resultados séo
negativos para a distribuicdo genotipica e alélica, quer na amostra total, quer para a
analise de género e método de suicidio. Face aos resultados obtidos, o polimorfismo no

intrdo 7 do gene STX1A parece nao desempenhar papel major na etiologia do suicidio.

Em relacdo ao polimorfismo T1069C do gene SNAP-25 ndo se observou
diferengas estatisticamente significativas entre a amostra total de vitimas de suicidio
versus controlos, para as distribuicdes genotipicas e alélicas. Similarmente, o0s
resultados das analises de género e método utilizado para consumar o suicidio sao
negativos. No seu conjunto os resultados parecem sugerir que o polimorfismo T1069C
do gene SNAP-25 ndo desempenha um papel directo na etiologia do suicidio na amostra

estudada da populacédo portuguesa.

Uma vez que ndo existem estudos genéticos efectuados a nivel mundial
relativamente a maquinaria exocitotica, este estudo é pioneiro e poderd desencadear a
investigacdo ndo sé destas variantes genéticas como de novas variantes nestes genes em
diferentes popula¢des mundiais, bem como na populagdo portuguesa, o que sera crucial
no sentido de esclarecer o papel destes genes na etiologia do suicidio.
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