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RESUMO

O Transtorno Bipolar (TB) € um transtorno psiquiatrico caracterizado pela
ocorréncia de episoddios de humor elevado que, em geral, se alternam com
episodios de depressdo. A prevaléncia ao longo da vida para o transtorno bipolar
tipo | é estimada em 0,4 a 1,6% utilizando os critérios do DSM-1V. Disturbios no
sistema serotoninérgico foram associados com a patofisiologia dos transtornos
afetivos, comportamento suicida e transtorno do panico. A triptofano hidroxilase 2
(TPH2) é uma enzima limitante na via da sintese de serotonina e seu gene é
considerado um importante gene candidato para transtornos psiquiatricos. O
objetivo do nosso estudo foi investigar a possivel associacao entre polimorfismos
no gene da TPH2 e a susceptibilidade ao TB, comportamento suicida e transtorno
do panico como comorbidade. Nossa amostra consistiu em 527 individuos (303
com diagnostico de TB e 224 individuos controle) que foram genotipados
utilizando oito TagSNPs (rs4448731, rs4565946, rs11179000, rs7955501,
rs10506645, rs4760820, rs1487275 e rs10879357). As analises estatisticas foram
feitas utilizando os programas Unphased versédo 3.0.12 e Haploview. As analises
de associacdo de alelos, gendtipos e haplotipos ndo mostraram associacao
genética significativa com o TB e 0 comportamento suicida. Encontramos
associacao significativa de alelo, genoétipo e haplétipo com a comorbidade de
transtorno do panico em pacientes com TB e variantes no gene da TPH2. Nossos
achados nado suportam a associacdo entre TB, comportamento suicida e
polimorfismos no gene da TPH2, mas sugerem que polimorfismos no gene da
TPH2 podem conferir susceptibilidade a comorbidade panico em pacientes com
TB. Estudos adicionais sdo necessarios para replicar a associacao positiva que

observamos.
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ABSTRACT

Bipolar disorder (BD) is a severe psychiatric illness characterized by the
occurrence of elevated mood alternating with depressive episodes. Lifetime
prevalence for bipolar disorder type | is estimated from 0,4 to 1,6% using DSM-IV
criteria for bipolar disorder. Disturbance of the central serotonergic system has
been associated with the pathophysiology of affective disorders, suicidal behavior
and panic disorder. Tryptophan hydroxylase 2 (TPHZ2) is a rate-limiting enzyme in
serotonin synthesis and is considered an important candidate gene for psychiatric
disorders. The aim of our study is to investigate a possible association between
TPH2 gene polymorphisms and BD, suicidal behavior and panic disorder
comorbidity susceptibility. Our sample consisted in 527 subjects (303 with a
bipolar disorder diagnosis and 224 health controls) which were genotyped for eight
TagSNPs  (rs4448731, rs4565946, rs11179000, rs7955501, rs10506645,
rs4760820, rs1487275 and rs10879357). Statistical analyses were performed by
UNPHASED version 3.0.12 and Haploview. Single markers, genotype and
haplotype association analysis did not show significant genetic association with
bipolar disorder and suicidal behavior. However, we found a significant allele,
genotype and haplotype associations with panic comorbidity in patients with
bipolar disorder and TPH2 gene variants. Our findings do not support the
association between BD diagnosis, suicidal behavior and TPH2 polymorphisms,
but suggest that polymorphisms in TPH2 gene may confer susceptibility to panic
disorder comorbidity in patients with bipolar disorder. Further studies are needed

to replicate the positive association that we observed.
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|. INTRODUCAO
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[.I- TRANSTORNO BIPOLAR

O Transtorno Bipolar (TB) é um transtorno mental complexo, multifatorial,
potencialmente grave e que esta associado com elevada morbidade e mortalidade
(Kilbourne e cols. 2004). O transtorno afeta igualmente homens e mulheres,
iniciando sua sintomatologia entre 15-30 anos de idade (Goodwin & Jamison
1990). E caracterizado por episddios recorrentes de mania e depressdo, podendo
ser subdividido em duas entidades diagnésticas: TB tipo I, cuja caracteristica
central é a presenca de pelo menos um episodio maniaco, TB tipo I,
caracterizado pela presenca de episédios de depressao e hipomania (Calabrese e
cols. 2004).

Os critérios diagnosticos atuais do Manual Diagnostico e Estatistico de
Transtornos Mentais — 42 edicdo (DSM-IV) séo:

1. Transtorno Bipolar tipo I:

A caracteristica essencial do Transtorno Bipolar | € um curso clinico
caracterizado pela ocorréncia de um ou mais episddios maniacos. Com
freqiéncia, os individuos também tiveram um ou mais episédios depressivos
maiores. Os critérios diagnésticos sao:

- um periodo distinto de humor anormal e persistentemente elevado,
expansivo ou irritavel, com duracdo minima de 1 semana (ou qualquer
duracéo se for preciso internacao);
- durante o periodo de perturbacdo do humor, trés (ou mais) dos
seguintes sintomas persistiram (quatro, se 0 humor € apenas irritavel) e
estiveram presentes em um grau significativo:

(1) auto-estima inflada ou grandiosidade.

(2) reducéao da necessidade de sono.
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(3) mais loquaz do que o habitual ou pressao para falar.

(4) fuga de idéias ou experiéncia subjetiva de que os
pensamentos estéo acelerados.

(5) distratibilidade (quando a atencéo € desviada com excessiva
facilidade para estimulos externos insignificantes ou irrelevantes).

(6) aumento da atividade dirigida a objetivos (socialmente, no
trabalho, na escola ou sexualmente) ou agitacdo psicomotora.

(7) envolvimento excessivo em atividades prazerosas com um alto
potencial para consequéncias dolorosas (por exemplo, envolvimento
em surtos incontidos de compras, indiscricbes sexuais ou
investimentos financeiros tolos).

- 0S sintomas nao satisfazem os critérios para episodio misto;
- a perturbacdo do humor é suficientemente grave a ponto de causar
prejuizo acentuado no funcionamento ocupacional, nas atividades
sociais ou relacionamentos costumeiros com outros, ou de exigir a
hospitalizacdo, como um meio de evitar danos a si mesmo e/ou a
terceiros;
- 0s sintomas ndo se devem aos efeitos fisioldégicos diretos de uma
substancia (por exemplo, droga de abuso ou medicamento) ou de uma
condicdo médica geral (por exemplo, hipertiroidismo).
2. Transtorno Bipolar tipo Il
A caracteristica essencial do Transtorno Bipolar Il € um curso clinico
marcado pela ocorréncia de um ou mais episodios depressivos maiores,
acompanhados por pelo menos um episddio hipomaniaco. Os critérios

diagndsticos séo:
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- auséncia de episddio maniaco ou misto;

- 0s sintomas de humor (depressao ou hipomania) ndo sao mais bem

explicados por transtorno esquizoafetivo nem estdo sobrepostos a

esquizofrenia, transtorno esquizofreniforme, transtorno delirante ou

transtorno psicético sem outra especificacao;

- 0s sintomas causam sofrimento clinicamente significativo ou prejuizo

no funcionamento social ou ocupacional ou em outras areas

importantes da vida do individuo.

O TB pode ter uma prevaléncia ao longo da vida de 0,5% a 7,5%,

dependendo da amplitude dos critérios diagnosticos com a introducao do conceito
de espectro bipolar (Judd & Akiskal 2003; Angst e cols. 2003). Segundo o DSM-

IV, a prevaléncia do TB tipo | varia de 0,4 a 1,6%.

l.Il - ETIOPATOGENIA DO TRANSTORNO BIPOLAR

Apesar de se desconhecer a base causal do TB, sugere-se que exista
interacdo complexa entre fatores biologicos e psicossociais.

Dentre os fatores biolégicos esta a teoria das monoaminas que sugere
deficiéncia funcional da transmissdo monoaminérgica (serotonina, dopamina e
noradrenalina) no sistema nervoso central, visto que sao extensivamente
distribuidos nos circuitos limbico-estriado-cortex pré-frontal, regibes que
controlam as manifestacées comportamentais dos transtornos de humor (Brunello
& Tascedda 2003).

N&o existem duvidas quanto a importancia dos fatores genéticos na
etiologia do TB. Resultados de estudos com familias, gémeos e adocéo

demonstram essa base genética (Craddock & Jones 1999). A concordancia entre
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gémeos monozigoticos varia de 60% a 80% e o risco de desenvolver TB em
parentes de primeiro grau de um portador situa-se entre 2% e 15% (Cardno e
cols. 1999). Mendlewicz & Rainer (1977) verificaram 29 adotados com TB e
observaram uma prevaléncia de disturbios afetivos em 31% dos pais biologicos
desses individuos, comparado a uma prevaléncia de 12% nos pais adotivos.
Esses dados sugerem que o TB apresenta alta herdabilidade, entretanto, 0 modo
de heranca parece complexo, cujo aparecimento depende da presenca de genes
de vulnerabilidade e da interacdo destes com a influéncia ambiental.

Os fatores psicossociais estado relacionados aos acontecimentos vitais
estressores, que, segundo Payel (2003), podem ser morte de ente querido,
divorcio e problemas financeiros. Esses eventos apresentam uma associacao
causal com a depressdao (Kendler e cols. 1999). Porém, apesar da forte
correlacdo entre os eventos estressores e a depressao, parte dessa associacao é
nao causal, pois fatores de risco genético para alguns eventos estressores estédo
correlacionados com a predisposicdo genética para a depresséo (Kendler e cols.
1997). Evidéncias sugerem que fatores genéticos desempenham um papel na
vulnerabilidade a depressao, em parte sendo moderada por respostas individuais
a esses acontecimentos estressores A combinacdo da genética, eventos
estressores na infancia e estresse continuo podem vir a determinar respostas
individuais ao estresse e a vulnerabilidade para transtornos psiquiatricos (Charney

& Maniji, 2004).

.1l = TRANSTORNO BIPOLAR E SUICIDIO
Pacientes com TB apresentam alto risco para comportamento suicida. O

risco de suicidio nesses pacientes é de aproximadamente 1% ao ano, cerca de 60
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vezes 0 risco na populacao geral, que chega a 0,015% anualmente. O risco de
tentativa de suicidio entre os pacientes com TB é de aproximadamente 3,9%
anualmente ou aproximadamente 3 vezes maior que a taxa de suicidio completo
(1,4% anualmente) (Tondo e cols. 2003). A letalidade dos atentados suicidas em
pacientes com TB é 10 vezes maior que na populacdo em geral (Baldessarini e
cols. 2006).

O suicidio € um ato multideterminado. E conhecida a importancia dos
fatores psiquiatricos, sociais e biolégicos como fatores determinantes do
comportamento suicida. Andlises de familias e de gémeos monozigéticos e
dizigodticos indicam a presenca de um forte componente genético relacionado
tanto as tentativas de suicidio quanto ao suicidio completo. O risco de suicidio
para parentes de suicidas é seis vezes maior do que o risco na populagéo (Brent
e cols. 1996). Estudos com gémeos mostram uma maior concordancia em
gémeos monozigoticos comparados a dizigoticos tanto para o suicidio completo
guanto para as tentativas de suicidio (Roy e cols. 1993). Estudos de adocéo
corroboram estes resultados, demonstrando que o risco de suicidio € mais alto
entre 0s pais biologicos de filhos adotivos que cometeram suicidio em
comparacdo a pais biologicos de filhos adotivos sem comportamento suicida
(Schulsinger e cols. 1979). A predisposi¢cdo ao comportamento suicida segrega na
familia independentemente da doenca psiquiatrica primaria (Brent e cols. 1988),
ou seja, familias podem ter pessoas apresentando comportamento suicida,
mesmo que cada uma tenha o diagnostico de uma doenca de Eixo | (depressao,
transtornos de ansiedade, distarbio bipolar, transtorno do deficit de atencédo e
hiperatividade e esquizofrenia) ou Il (transtorno de personalidade borderline,

transtorno de personalidade esquizotipica e transtorno de personalidade anti-
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social) diferente. Estas evidéncias contribuem para o entendimento de que o
comportamento suicida tem um componente genético na sua predisposicao,
independente da doenca psiquiatrica presente inicialmente. Além disso, fatores
ambientais (estresse, trauma, abuso de substancias) parecem ser decisivos no

aparecimento e evolucao da patologia.

[.IV - TRANSTORNO BIPOLAR E COMORBIDADES

A prética clinica cotidiana com pacientes com TB revela que os casos de
comorbidade sdo bastante frequentes. O termo comorbidade € formado pelo
prefixo “cum”, que significa contigliidade, correlagdo, companhia, e pela palavra
morbidade, originada de “morbus”, que designa estado patolégico ou doencga.
Assim, é utilizado para descrever a coexisténcia de transtornos ou doencgas.

A comorbidade do TB com outros transtornos psiquiatricos e com
doencas clinicas € freqlente e esta associada a pior resposta ao tratamento
(Goodwin & Jamison 1990; Cole e cols. 1993). Os indices de comorbidade entre
pacientes com TB variam de 30% a quase 100%, conforme a metodologia e
amostra selecionada (Kessler e cols. 1997; Vieta e cols. 2001).

Sharma e colaboradores (1995), em um estudo sobre o padrdo de
comorbidades na depresséao bipolar e unipolar resistentes, observaram que 75,5%
da populacdo estudada apresentavam um segundo diagndstico, e que 46,9%
apresentavam dois ou mais diagndsticos adicionais atuais. A comorbidade atual
com transtornos ansiosos foi a mais frequentemente encontrada (83,6%). Os
transtornos ansiosos e o abuso de substancias foram as comorbidades mais

frequentes ao longo da vida (60% e 30%, respectivamente).
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Chen e Dilsaver (1995) analisaram os dados do Epidemiologic Catchment
Area (ECA) e relataram que o transtorno do panico € a comorbidade psiquiatrica
mais frequente em bipolares (prevaléncia para vida toda de 20,8%, 26 vezes
maior que em individuos controle).

Os pacientes bipolares que tém comorbidades com transtornos de
ansiedade parecem apresentar caracteristicas clinicas de maior gravidade.
Pesquisas sugerem a associa¢do dos sintomas ansiosos com pior prognadstico,
maior indice de tentativas de suicidio e pior resposta aos estabilizadores do
humor (Young e cols. 1993; Feske e cols. 2000). Young e colaboradores (1993)
em um estudo que incluiu 81 pacientes com TB encontraram alto nivel de
ansiedade em 24% dos pacientes. Esse grupo apresentou mais tentativas de
suicidio, mais abuso de alcool e responderam pior ao tratamento com litio.

A comorbidade de transtorno bipolar e transtorno de péanico (TP) é muito
comum, tanto em estudos populacionais quanto em amostras clinicas (Freeman e
cols. 2002). Segundo o National Comorbidity Survey (NCS), aproximadamente um
terco dos pacientes com TB tipo | preencheram critérios para TP. Doughty e
colaboradores (2004) sugerem até a possibilidade de que os pacientes com essa
comorbidade formem um subgrupo distinto de TB.

A ligacdo entre TB e TP também tem sido demonstrada através de
estudos genéticos (MacKinnon e cols. 1997; 1998). MacKinnon e colaboradores
(2002) estudaram 203 familias com TB e demonstraram que a histdria familiar de
TB é fator de risco para TP. Essa idéia também foi reforcada por Doughty e
colaboradores que avaliaram 109 familias bipolares e confirmaram os dados de
gue o TP é primariamente associado com transtorno afetivo em familias que tém

historia de TB. Esse achado clinico € corroborado por estudos que encontraram
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associacédo da comorbidade TP e marcadores no braco longo cromossomo 18 em
pacientes com TB (Vieta e cols. 2001). Rotondo e colaboradores (2002)
encontraram diferenga significativa nos polimorfismos de enzimas relacionadas
aos neurotransmissores, especialmente a serotonina, entre o grupo de bipolares

com TP comorbido e no grupo com TB sem TP.

.V — SISTEMA SEROTONINERGICO

A descoberta da serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) ocorreu na década
de 50 quase simultaneamente em centros na Itadlia e nos Estados Unidos,
realizando trabalhos independentes. Fisiologistas do século passado ja sabiam da
existéncia de uma substancia vasoconstritora no sangue que, ao passar pelos
pulmdes, perdia suas propriedades hipertensivas. Rapport, em Cleveland,
estudando fatores hipertensores humorais do tipo da angiotensina, conseguiu
isolar essa substancia numa forma cristalina, chamando-a de serotonina (Figura
1) (Rapport e cols. 1948; Erspamer & Asero, 1952). Em 1951, Hamlin e Fischer
conseguiram sintetizar a molécula proposta por Rapport e verificaram que seu

composto tinha todas as propriedades atribuidas a serotonina.

Figura 1. Estrutura quimica da serotonina
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A sintese da serotonina ocorre dentro dos corpos dos neurbnios
serotonérgicos, principalmente aqueles localizados no nucleo da rafe (Gallagher &
Aghajantan 1976). O processo envolve duas enzimas: a primeira, a triptofano
hidroxilase, que é a enzima limitante na sintese de 5-HT e converte o triptofano
em 5-hidroxitriptofano. Esse composto intermediario € encontrado em pequena
guantidade, pois sua conversdo a 5-HT € rapida. A enzima responsavel por essa
eficiente conversédo, a decarboxilase dos aminoacidos aromaticos, é amplamente
distribuida e age sobre um grande espectro de substratos, tendo reservas
capazes de responder a cargas de 5-hidroxitriptofano, muitas vezes superiores ao

normal (Figura 2).

Figura 2. Sintese da serotonina a partir do triptofano
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Uma vez produzida, a 5-HT é armazenada em vesiculas pré-sinapticas
localizadas nos terminais axOnicos. Estudos em ratos demonstraram que a
atividade de liberacdo das vesiculas obedece a um padrdo ritmico lento
(Gallagher & Aghajantan 1976) e que a liberacdo é dependente da atividade
neuronal. Esse padrdo parece ser uma variacao fisioldgica, visto que em gatos
essa atividade diminui durante o sono (Puizillout e cols. 1979). Apés a liberacéo
da serotonina na fenda sinaptica para a agdo como neurotransmissor, ela pode
ser recaptada para o terminal axdnico pelos receptores pré-sinapticos ou, entéo,
ser degradada na sinapse.

O metabolismo da 5-HT envolve outra enzima encontrada em quantidade
abundante e com propriedades sobre varios substratos, a monoaminoxidase
(MAO). A MAO juntamente com a enzima aldeido desidrogenase converte a 5-HT
em acido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA).

A serotonina (5-HT) modula diferentes atividades neuronais e, desse
modo, diversas funcdes fisiolégicas e comportamentais, como controle de
impulsos, agressividade e tendéncias suicidas (Shiah & Yatham 2000). Desta
forma, diminuicdo da liberacéo e da atividade da 5-HT podem estar associadas a
algumas anormalidades como ideacdo suicida, tentativas de suicidio,
agressividade e disturbios do sono, achados frequientes nos transtornos bipolares
(Ackenheil 2001).

Os neurbnios que produzem serotonina estdo localizados em uma zona
restrita do tronco encefalico. A maioria encontra-se nos nucleos da rafe, na linha
média do rombencéfalo, com um numero pequeno na formacao reticular. Os
neurdnios contendo serotonina sdo conhecidos como grupo de células B1-B9

(Dahlstrom & Fuxe 1964) e aglomeram-se em dois subgrupos: a divisdo caudal



23

(B1-B5, correspondendo a rafe palidus, magnus, obscurus e ponte) e a divisao
anterior (B6-B9, correspondendo aos nucleos da rafe medial e dorsal) (Lidov &
Molliver 1982; Wallace & Lauder 1983).

Varios estudos tém demonstrado que distarbios no sistema
serotoninérgico estdo envolvidos na patofisiologia de transtornos afetivos (Young
e cols. 1994; Shiah & Yatham 2000; Harvey e cols. 2004) e também no
comportamento suicida (Correa e cols. 2000, 2002; Segal e cols. 2006; Li & He,
2007).

O decréscimo dos niveis de acido 5 hidroxiindolacético (5-HIAA), principal
metabolito da serotonina, no liquido cérebro espinhal e em tecidos cerebrais de
individuos com depresséo e vitimas de suicidio sugerem fortemente disturbios na
neurotransmissao serotoninérgica nos transtornos afetivos (Meltzer 1989; Mann e
cols. 1990; Placidi e cols. 2001).

Um estudo post-mortem de cérebros de pacientes com TB tambéem
constatou niveis significativamente menores de 5-HIAA no cortex frontal e
parietal, comparados com controles, fornecendo mais uma evidéncia para a
hipétese de diminuicdo na atividade serotoninérgica central em transtornos
bipolares (Young e cols.1994).

Os neurbnios serotoninérgicos centrais sdo 0s primeiros alvos dos
antidepressivos triciclicos e inibidores seletivos de recapitacdo de serotonina, bem
como dos psicoestimulantes e drogas (Murphy 2003), sendo assim, mais uma
evidencia da disfuncao serotoninérgica nos transtornos afetivos.

Por esses achados neurobiolégicos, os genes envolvidos na via
serotoninérgica tém recebido especial atencdo no esfor¢co de desvendar as bases

genéticas dos transtornos de humor e suicidio.
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I.VI — GENE CANDIDATO

Os estudos de genes candidatos tem como objetivo tentar localizar genes
associados a um determinado transtorno, e a escolha desses genes € feita a
partir de hipoteses neurobioldgicas do transtorno. O estudo de genes candidatos
€ um tipo de estudo de associacdo, onde verifica-se se a frequéncia de
determinadas variagbes na estrutura do gene sao siginificativamente diferentes
entre a populacéo de afetados e a de ndo afetados.

Varios genes-candidato tém sido investigados em estudos de associacao
no transtorno bipolar (Serretti & Mandelli 2008). Um gene candidato para
fendmenos comportamentais como o0 transtorno bipolar e o comportamento
suicida € o gene da enzima triptofano hidroxilase (TPH). A TPH é a enzima
limitante na via da sintese de serotonina e pertence a superfamilia das
hidroxilases de aminoacidos aromaticos (Fitzpatrick 1999).

Duas isoformas da TPH foram identificadas e sdo denominadas TPH1 e
TPH2. O gene da enzima TPH1, localizado no cromossomo 11p15, foi estudado
como um gene candidato para transtornos afetivos e esquizofrenia (Nielsen e
cols. 1998; Paik e cols. 2000) antes da descoberta da TPH2. Walther e
colaboradores (2003) observaram que camundongos knockout para TPH1
apresentavam niveis cerebrais de serotonina normais, sugerindo que a TPH1 néo
era a enzima limitante da sintese de serotonina no SNC. Apés a identificacdo da
TPH2, o grupo demonstrou que ela se expressa exclusivamente no SNC. Seu
gene localiza-se no cromossomo 12g21.1 e compreende 11 exons.

As proteinas codificadas por TPH1 e TPH2 apresentam 71% da

sequéncia de aminoacidos idénticos, sendo que os residuos funcionalmente
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importantes no TPH1 s&o altamente conservados no TPH2 (Walther & Bader
2003).

Diversos estudos vem tentando elucidar a associacdo da enzima TPH2 e
o TB, suicidio e TP.

Zill, Buettner e colaboradores (2004) demonstraram que, em humanos, a
guantidade expressa de TPH1 e TPH2 em diversas regifes do cérebro sao quase
iguais (cortex frontal, tdlamo, hipocampo, hipotalamo e amigdala), com uma
expressdo predominante de TPH2 no tronco cerebral, principal localizacdo dos
neurbnios produtores de serotonina, enquanto o RNA mensageiro da TPH1 esta
exclusivamente presente em tecidos periféricos (coracao, pulméao, rim, duodeno,
figado e glandula supra-renal).

Van Den Bogaert e colaboradores (2006), pesquisando polimorfismos no
gene da TPH2, observaram que o alelo C do rs4131348 apresenta um efeito
protetor em pacientes com transtorno bipolar. Também observaram um
decréscimo significativo da frequéncia do haplotipo TGTT (rs11178997-
rs10748185-rs2129575-rs1843809) em pacientes com transtorno bipolar, o que
sugere a presenca de um fator protetor localizado nesse haplotipo.

Cichon e colaboradores (2008) investigaram variantes genéticas no gene
da TPH2 através de sequenciamento e genotipagem. O polimorfismo funcional,
gue resulta da substituicdo Pro206Ser, mostrou associacéo significativa com TB.
O estudo desse polimorfismo funcional sugere reducdo da estabilidade e
solubilidade da enzima mutante, resultando em reducéo da producéo de 5-HT no
cérebro, o qual pode ser um mecanismo patofisiologico do TB. Os autores

também investigaram a associacdo de quatro SNPs com a ideacdo suicida no
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grupo de pacientes com TB e n&o encontram associagdo significativa entre os
dois grupos.

Lin e colaboradores (2007) encontraram associacao significativa entre
haplétipos no gene da TPH2 e o TB. Os SNPs localizados na regido promotora e
no exon 2 do gene da TPH2 causam prejuizo funcional importante na atividade da
enzima indicando regido potencial de susceptibilidade para o TB.

Zill e colaboradores (2004a) relataram uma associacao entre o SNP néo
funcional - rs1386494 (localizado no intron 5) — com o transtorno depressivo
maior, observando uma frequéncia maior do alelo G entre os casos. Em outro
estudo, Zill (2004b) observou associacéo entre o bloco de haplotipos, localizados
entre os exons 5 e 7 e o risco de suicidio, sugerindo um possivel envolvimento de
polimorfismos na regido reguladora do gene, ou genes adjacentes, na etiologia
dos transtornos de humor e do suicidio.

Grigoroiu-Serbanescu e colaboradores (2008) genotiparam 15 SNPs do
gene da TPH2, incluindo o SNP funcional Pro206Ser, que foi encontrado em um
paciente com TB | e ausente nos controles. Os autores encontraram resultados
significativos com 3 outros SNPs, sugerindo o envolvimento de variacdes
genéticas no gene da TPH2 e a susceptibilidade ao TB tipo I.

Outros autores também encontraram associacdes positivas de SNPs no
gene da TPH2 e o TB e suicidio (Lopez de Lara e cols. 2007; Lopez e cols. 2007,
Harvey e cols. 2007; Ke e cols. 2006). Porém, alguns estudos encontraram
associacfes negativas entre SNPs no gene da TPH2 e o TB e suicidio (Mann e

cols. 2008; De Luca e cols. 2006).
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Mann e colaboradores (2008) investigaram o SNP -C8347G
(rs4131347) e nao encontraram associacao entre o polimorfismo estudado e o TB
e a tentativa de suicidio.

De Luca e colaboradores (2006) investigaram os SNPs -473T>A e
-8396G>C do gene da TPH2 e o suicidio completo em individuos com TB e
esquizofrenia. Nenhuma associacdo foi encontrada entre o comportamento
suicida e os SNPs.

Maron e colaboradores (2007) ndo encontraram associagao significativa
entre 0s SNPs rs1386494 e rs1386483 tanto na amostra total de pacientes com
TP nem no subgrupo com ou sem comorbidade afetiva. Porém, encontraram
associacgao positiva do rs1386494 com o grupo de pacientes mulheres com TP.

Kim e colaboradores (2009) e Mossner e colaboradores (2006) estudaram
o polimorfismo funcional rs4570625 em pacientes com TP e controles. O primeiro
encontrou diferenca significativa da frequéncia alélica entre pacientes com TP e
controles. Ja o segundo autor ndo encontrou diferencas significativas entre os
grupos.

A partir dos estudos citados acima, verificamos que os resultados ainda
sdo conflitantes. A partir disso, consideramos importante estudar SNPs no gene
da TPH2 em uma amostra brasileira de pacientes com transtorno bipolar para
verificar se ha associacdo dos mesmos com a susceptibilidade ao transtorno

bipolar e dados clinicos, como suicidio e comorbidade panico, nesses individuos.
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[I. OBJETIVOS
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Il.I - Objetivo geral

- Investigar possiveis associagdes entre a enzima triptofano hidroxilase 2 e o

transtorno bipolar.

Il.Il - Objetivos Especificos

- analisar as frequéncias génicas de polimorfismos no gene da TPH2 em um

grupo de pacientes com transtorno bipolar comparando-0s a um grupo controle.

- investigar se as frequéncias de polimorfismos no gene da TPH2 estdo
associadas a dados clinicos como comportamento suicida e transtorno do panico

como comorbidade.



30

. MATERIAL E METODOS
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lll.I— Amostra estudada

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto de Previdéncia
do Estado de Minas Gerais e do Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Todos o0s
individuos assinaram o termo de consentimento esclarecido apés uma explicacao
clara e detalhada sobre os procedimentos a serem realizados no estudo.

Quinhentos e vinte e sete individuos participaram deste estudo, sendo
trezentos e trés pacientes com transtorno bipolar tipo | e Il (idade média de 41,43
+ 13,09) e duzentos e vinte e quatro controles (idade média 49,77 + 21,88). Todos
os individuos do estudo sdo caucasianos auto-declarados e foram selecionados
no Ambulatorio de Transtorno Bipolar (Instituto de Previdéncia do Estado de
Minas Gerais) e no Programa do Transtorno de Humor Bipolar (Hospital de
Clinicas de Porto Alegre). O diagnostico psiquiatrico foi realizado por psiquiatras
experientes, através do MINIPLUS, que é uma entrevista clinica estruturada que
segue os critérios do DSM-IV. Os individuos controle foram criteriosamente
selecionados, utilizando o MINIPLUS, e ndo apresentavam historia prévia e/ou
atual de transtornos psiquiatricos e ndo possuiam familiares de primeiro grau com
transtornos neuropsiquiatricos. Os dados demograficos e clinicos estdo na tabela

1.



Tabela 1 — Dados demograficos e clinicos da populacdo estudada.
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Dados demogréficos e clinicos

Média £DP ou %(N)

Sexo (Feminino)

ldade

Transtorno Bipolar tipo |
Historia de tentativa de suicidio
Historia de hospitalizacao
Comorbidade péanico

Tabagismo

Casos
70,95% (215)
41,43 £13,09
74,91% (227)
46,20% (140)
72,27% (219)

15,5% (47)

48,18% (146)

Controles
67,85% (152)
49,77 £21,88

NA
NA
NA
NA

NA

NA = n&o se aplica

[Il.II — Estudo Genotipico

[I.11.1 — Extracdo de DNA

Apo6s exame clinico, todos os participantes foram submetidos a coleta de

sangue venoso periférico em tubos contendo anti-coagulante EDTA. A extracéo

do DNA foi realizada pelo método de extracdo salina (Lahiri & Nurnberger 1991).

[I.11.11 - Reac&o em cadeia de polimerase com sonda TagMan®

A PCR (polymerase chain reaction) € uma técnica onde sdo usadas elevadas

temperaturas que separam as moléculas de DNA em duas cadeias simples,

permitindo entdo a ligacdo de oligonucledtidos iniciadores (primers), também em

cadeia simples, obtidos por sintese quimica. Para amplificar uma determinada
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regido sdo necessarios dois iniciadores complementares das sequéncias que se
ligam ao fragmento de DNA a amplificar, nos seus terminais 3" e 5°, de modo a
permitir a atuacdo da Tag polimerase durante a sintese da cadeia complementar,
usando como molde cada uma das duas cadeias simples constituintes do DNA a
amplificar. A PCR ocorre em 3 etapas: elevacdo da temperatura para
desnaturacdo do DNA, reducédo da temperatura para anelamento dos primers ao
DNA de fita simples e novamente elevacdo da temperatura para extensédo da
nova fita pela Taq polimerase.

A sonda TagMan® é um fragmento de DNA marcado usado para hibridizar
outra molécula de DNA e é utilizada para detectar sequiéncias especificas nos
fragmentos de DNA amplificados na PCR. Ela apresenta em uma extremidade um
fluoréforo, e na outra extremidade um quencher (molécula que aceita energia do
fluoréforo na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor). Durante a PCR a
sonda TagMan hibridiza com a sequiéncia da fita simples de DNA complementar
alvo para a amplificacdo. No processo da amplificacdo a sonda TagMan é
degradada devido a atividade exonuclease 5 — 3’ da Taq polimerase, separando
o0 quencher da molécula fluorescente durante a extensdo. A separacdo do
fluoréforo do quencher resulta em um aumento da intensidade da fluorescéncia.
Assim, durante o processo de amplificacdo a emissdo de luz € aumentada de
forma exponencial. Esse aumento da fluorescéncia ocorre apenas quando a
sonda hibridiza e quando a amplificacdo da sequiéncia alvo é estabelecida.

A sonda TagMan® € um tipo de ensaio fornecido pela ABI (Applied
Biosystems Inc., Foster City, CA) constituido por dois pares de oligonucleotideos:
forward e reverse, um marcador — VIC® dye — detecta a presenca do alelo 1 e um

marcador —- FAM™ dye — detecta a presenca do alelo 2.
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Realizamos a amplificacdo a partir da técnica tradicional de PCR descrita
por Mullis e cols., 1986. A reacao de PCR foi preparada com 3.5ul de TagMan®
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), 0.1ul de probe,
3.4l de agua deionizada e 1.0ul de DNA por amostra. As reacfes foram feitas
em placas de reacdes para 96 amostras, sendo realizada para cada 94 amostras
dois controles negativos. A reacdo de PCR foi realizada com um ciclo de 10
minutos de desnaturacdo a 95°C, seguido de 50 ciclos de anelamento e extensao
cada um deles com 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, respectivamente. Os
produtos das reacfes de PCR foram analisados em equipamento de PCR em
tempo real (Mx3500p — Stratagene) no modo de discriminacao de alelos. Dez por
cento das amostras foram genotipadas novamente, com todos os SNPs, e nao

encontramos nenhum erro de genotipagem.

[.11.111 — Escolha dos polimorfismos a serem estudados

Os estudos de associacdo de genes com doencas vém sendo
desenhados com o objetivo de conseguir-se uma boa cobertura do gene e um
custo mais baixo. Um dos métodos que vem sendo utilizado € o baseado em
haplétipos, a qual sado selecionados polimorfismos representativos de um ou mais
haplétipos, os assim denominados "tagSNPs”, que s&o transmitidos junto com os
polimorfismos que os representam. Nosso estudo de associacéo foi baseado em
tagSNPs.

Os tagSNPs foram escolhidos através do Projeto Internacional HapMap

(http://ww.hapmap.org/) e adquiridos na Applied Biosystems®. Os marcadores

utilizados sdo correspondentes aos polimorfismos rs4448731, rs4565946,

rs11179000, rs7955501, rs10506645, rs4760820, rs1487275 e rs10879357. As


http://www.hapmap.org/
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informagdes referentes aos marcadores estdo na tabela 2 e os ensaios utilizados

estdo na tabela 3.

Tabela 2 — Informacdes referentes aos SNPs utilizados.

SNP Posicdo Localizagao Alelos*
rs4448731 70615373 Intergénico TIC
rs4565946 70623036 Intron 2 CIT
rs11179000 70624895 Intron 4 AIT
rs7955501 70636293 Intron 5 TIA
rs10506645 70671767 Intron 7 T/IC
rs4760820 70683263 Intron 8 CIG
rs1487275 70700830 Intron 8 AIC
rs10879357 70696559 Intron 8 G/A

*Alelo ancestral/ polimorfismo

Tabela 3 — Relacdo dos marcadores e sequéncia alvo dos polimorfismos
estudados no gene da TPH2.

TagSNPs Polimorfismos estudados no gene da TPH2
rs4448731 TTTTTCCAGTCCCTGGCAGCCACTAA[C/T]CTACTTTCTGTGTGTGTCTCTCTCT
rs4565946 CACTCTGCCATCAGCTAGTCACGGGG(C/T]CTTAGCTAAGCCATTTAACCCATCT
rs11179000 TTCCAAATGATAAAGCTTCCCTGTAC[A/T]CGTGTTGACTGGAAGCGGGTTAGAA
rs7955501 TGCCTTTTATAACCTAGCATTGGAAG[A/T|GACACACCATCACTCTTGCTGTATC
rs10506645 TAGGGTCCACTCCCGGCTTAGAACTA[C/T]TGGACTTGTAACTGAATCAAATGCA
rs4760820 GACCACTTTAGTATCTCTACAGAAAG|C/G] TTGAAATAAGCCTCAGGCTTATTTA
rs1487275 CATAACAAAAAGTTATAGGCTAAATT[G/TIGGTGTACTTCACTTATAAGATACTC
rs10879357 GATTACAGGTGTGAGTCACCACGCCC[A/G]GTCTAGGGCTGTAATTTTAGCCTCT
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lIL.III — Analise Estatistica
As andlises de associacdo de alelos isolados, gendtipos, haplétipos e
1000 permutagcdes foram feitas no programa UNPHASED v.3.0.12

(www.mrchbsu.cam.ac.uk/personal/frank/software/unphased/). O desequilibrio de

ligacdo e o equilibrio de Hardy-Weinberg foram calculados usando o programa

Haploview 4.1(www.broad.mit.edu/mpag/haploview/). O nivel de significancia

considerado foi p<0,05.


http://www.mrcbsu.cam.ac.uk/personal/frank/software/unphased/
http://www.broad.mit.edu/mpg/haploview/
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V. RESULTADOS
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IV.I - Resultados de associagcdao com o Transtorno Bipolar

IV.I.I - Analise de associacao alélica e genotipica
Na distribuicdo alélica e genotipica, de todos os SNPs, ndo encontramos
diferencas significativas entre pacientes com TB e individuos controle (Tabela 4 e

5).

Tabela 4 — FreqUéncia alélica dos polimorfismos do gene da TPH2 nos
casos/controles.

FREQUENCIA ALELICA

SNP Alelo* Controles Casos p
(n=224) (n=303)
rs4448731 C 0.45 0.43 0.43
rs4565946 T 0.41 0.41 0.98
rs11179000 T 0.31 0.31 0.89
rs7955501 A 0.59 0.58 0.69
rs10506645 C 0.78 0.76 0.32
rs4760820 G 0.35 0.33 0.49
rs1487275 C 0.30 0.31 0.69
rs10879357 A 0.40 0.41 0.96

*Polimorfismo
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Tabela 5 — Frequéncia genotipica dos polimorfismos do gene da TPH2 nos
casos/controles.

FREQUENCIA GENOTIPICA

SNP Gendétipo* Controles Casos p
(n=224) (n=303)
rs4448731 TT/TC/ICC 0.30/0.47/0.21 0.33/0.46/ 0.19 0.72
rs4565946 CC/TC/TT 0.35/0.45/0.18 0.34/0.47/0.17 0.88
rs11179000 AA/ TA/TT 0.48/0.40/ 0.11 0.47/ 0.43/ 0.09 0.74
rs7955501 TT/ TA/ AA 0.16/ 0.48/ 0.35 0.18/ 0.46/ 0.35 0.74
rs10506645 TT/TC/ CC 0.05/0.30/ 0.63 0.04/0.37/ 0.57 0.26
rs4760820 CC/ GC/ GG 0.44/0.39/ 0.15 0.45/0.42/ 0.12 0.50
rs1487275 AA/ CA/ CC 0.49/ 0.41/ 0.09 0.45/ 0.46/ 0.08 0.50
rs10879357 GG/ GA/ AA 0.37/0.42/ 0.19 0.33/0.50/ 0.15 0.21

* 11/ 12/ 22 (22=polimorfismo)

IV.I.II — Andlise de associacao haplotipica

O haplétipo C-A-T-T (rs4565946, rs11179000, rs7955501, rs10506645)
estava significativamente mais frequente nos pacientes com TB quando
comparado aos individuos controle (p=0.03) (Tabela 6). Porém esse resultado ndo

permaneceu significativo apds o teste de permutacao.
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Tabela 6 — Frequéncia haplotipica dos polimorfismos do gene da TPH2 nos
casos/controles.

Haplotipos SNPs* FREQUENCIA HAPLOTIPICA

1 2 3 4 5 6 7 8 Casos Controles p p**
(n=303) (n=224)

A - C AT T - - - 0.05 0.02 0.03 05

*SNPs: (1)rs4448731, (2)rs4565946, (3)rs11179000, (4)rs7955501, (5)rs10506645, (6)rs4760820,
(7)rs1487275 e (8)rs10879357.
**yalor de p ajustado pelo teste de 1000 permutacdes

IV.Il - Resultados de associagdo com comportamento suicida

IV.Il.I - Analise de associacéo alélica e genotipica

O grupo de pacientes com transtorno bipolar foi dividido em dois grupos:
um grupo com historia de comportamento suicida e o outro grupo sem histoéria de
comportamento suicida.

Na distribuicdo alélica e genotipica, de todos os SNPs, ndo encontramos
diferencas significativas entre pacientes com comportamento suicida e pacientes

sem tal comportamento (Tabela 7 e 8).
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Tabela 7 — Frequéncia alélica dos polimorfismos do gene da TPH2 no
comportamento suicida.

FREQUENCIA ALELICA
Tentativa de suicidio

SNP Alelo* Sim Nao p
(n=140) (n=148)
rs4448731 C 0.42 0.44 0.53
rs4565946 T 0.41 0.41 0.80
rs11179000 T 0.31 0.31 0.92
rs7955501 A 0.58 0.59 0.77
rs10506645 C 0.75 0.77 0.45
rs4760820 G 0.35 0.33 0.59
rs1487275 C 0.32 0.30 0.56
rs10879357 A 0.41 0.40 0.86

*Polimorfismo



Tabela 8 — Frequéncia genotipica dos polimorfismos do gene da TPH2 no

comportamento suicida.

FREQUENCIA GENOTIPICA
Tentativa de suicidio

SNP Genotipo* Sim Nao p
(n=140) (n=148)
rs4448731  TT/ TC/CC 0.32/0.49/0.17 0.32/0.46/0.21 0.62
rs4565946  CC/ TC/ TT 0.33/0.50/0.15 0.35/0.45/0.19 0.48
rs11179000 AA/ TA/ TT 0.45/0.47/0.07  0.48/0.40/0.11 0.22
rs7955501 TT/ TA/AA  0.17/0.49/0.33 0.17/0.46/ 0.35 0.84
rs10506645 TT/ TC/CC 0.05/0.37/0.57  0.05/0.33/0.60 0.73
rs4760820 CC/GC/GG 0.42/0.44/0.13  0.45/0.40/0.13 0.68
rs1487275 AA/ CA/CC 0.44/0.46/0.09 0.47/0.43/0.08 0.79
rs10879357 GG/ GA/AA 0.33/0.50/0.16  0.36/0.46/ 0.17 0.72

* 11/ 12/ 22 (22=polimorfismo)

IV.IL.II — Andlise de associacao haplotipica

O haplodtipo

A-T-C-A

(rs7955501-rs10506645-rs4760820-rs1487275)

apareceu apenas no grupo que apresenta comportamento suicida (p=0.04). O

haplotipo C-G-A-A (rs10506645-rs4760820-rs1487275-rs10879357) foi
significativamente mais frequente no grupo de pacientes que apresentam
comportamento suicida quando comparado ao grupo sem comportamento suicida
(p=0.04) (Tabela 9). Porém esses resultados ndo permaneceram significativos

apos o teste de permutacéao.
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Tabela 9 — Frequéncia haplotipica dos polimorfismos do gene da TPH2 no
comportamento suicida.

Haplétipos SNPs* FREQUENCIA HAPLOTIPICA
Tentativa de suicidio
1 2 3 4 5 6 7 8 Sim N&o p p*
(n=140) (n=148)
A - - - AT C A - 0.008 0 0.04 0.4
B - - - - C G A A 0.05 0.02 0.04 0.4

*SNPs: (1)rs4448731, (2)rs4565946, (3)rs11179000, (4)rs7955501, (5)rs10506645, (6)rs4760820,
(7)rs1487275 e (8)rs10879357.
**valor de p apés o teste de 1000 permutacoes.

IV.Ill — Resultados de associacdo com comorbidade de transtorno do panico

IV.IIl.1 - Analise de associacéo alélica e genotipica

Nos rs11179000, rs1487275, rs10879357, encontramos associagao entre
a frequéncia do alelo polimérfico e a presenca da comorbidade panico; os alelos T
(p=0,04), C (p=0,02) e A (p=0,02), respectivamente, estao significativamente mais
frequentes nos pacientes com TB com comorbidade panico. Nos rs4448731,
rs4565946, rs4760820, encontramos associacdo entre a frequéncia do alelo
polimorfico e a auséncia da comorbidade panico; os alelos C (p=0,001), T
(p=0,01) e G (p=0,007) respectivamente, estdo significativamente mais frequentes

nos pacientes com TB sem comorbidade panico (Tabela 10).
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Tabela 10 — Frequéncia alélica dos polimorfismos do gene da TPH2 na
comorbidade panico.

FREQUENCIA ALELICA
Comorbidade panico

SNP Alelo* Presenca Auséncia p
(n=47) (n=238)
rs4448731 C 0.28 0.45 0.001
rs4565946 T 0.29 0.42 0.01
rs11179000 T 0.40 0.30 0.04
rs7955501 A 0.55 0.59 0.45
rs10506645 C 0.74 0.77 0.49
rs4760820 G 0.22 0.35 0.007
rs1487275 C 0.41 0.30 0.02
rs10879357 A 0.52 0.39 0.02

*Polimorfismo

Nos rs4448731, rs4565946, rs4760820 observamos que 0s genotipos
homozigotos TT (p=0,0004), TT (p=0,005) e GG (p=0,006), respectivamente,
estdo mais frequentes nos pacientes com comorbidade panico, e nos rs4448731,
rs11179000, rs4760820, rs1487275 e rs10879357 observamos que 0s genotipos
TC (p=0,03), TT (p=0,05), GC (p=0,04), CC (p=0,01) e GG (p=0,01) estdo mais

frequentes nos pacientes sem comorbidade panico (Tabela 11).



45

Tabela 11 — FreqUiéncia genotipica dos polimorfismos do gene da TPH2 .

FREQUENCIA HAPLOTIPICA
Comorbidade panico

SNP Gendétipo* Presenca Auséncia Valor de p
(n=47) (n=238)
rs4448731 TT/TC/CC 0.55/0.31/0.12 0.30/0.48/0.21 0.0004/0.03/0.1
rs4565946 CC/TC/TT 0.12/0.34/0.53 0.18/0.48/0.33 0.30/0.06/0.005
rs11179000 AA/TAITT 0.14/051/0.34 0.09/0.41/0.49 0.25/0.19/0.05
rs7955501  TT/TA/AA 0.19/0.51/0.29 0.17/0.46/0.35 0.74/0.58/0.40
rs10506645 TT/TC/CC 0.04/0.42/0.53 0.05/0.33/0.60 0.73/0.23/0.32
rs4760820 CC/GC /GG 0.08/0.27/0.63 0.14/0.42/0.43 0.27/0.04/0.006
rs1487275 AA/CA/CC 0.13/0.56/0.30 0.08/0.42/0.48 0.31/0.07/0.01
rs10879357 GG/ GA/AA 0.19/0.57/0.23 0.37/0.46/0.16 0.01/0.13/0.25

* 11/ 12/ 22 (22=polimorfismo)

IV.IIL.1II — Andlise de associacao haplotipica

O haplotipo T-C (rs4448731, rs4565946) esta significativamente mais
frequente nos pacientes com TB com comorbidade panico (Pcorigido =0,02). Os
haplétipos T-A (rs11179000, rs7955501; Pcorigido=0,03), C-G (rs10506645,
rs4760820; Peorigiao=0.04), G-A (rs4760820, rs1487275; Peonigieo=0.03) e A-G
(rs1487275, rs10879357; pcorigido=0.02) estdo significativamente mais frequentes
nos pacientes com TB sem comorbidade panico (Tabela 12). Esses resultados

permaneceram significativos apds o teste de permutacéo.
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Tabela 12 — FreqUéncia haplotipica dos polimorfismos do gene da TPH2 na
comorbidade panico.

Haplotipos SNPs* FREQUENCIA HAPLOTIPICA
Comorbidade panico

1 2 3 4 5 6 7 8 Presenca Auséncia p p**
(n=47) (n=238)

A T Cc - - - - - - 0.68 0.53 0.005 0.02
B - - T A - - - - 0.19 0.09 0.009 0.03
C - - - - CcC G - - 0.22 0.35 0.01 0.04
D - - - - - G A - 0.18 0.34 0.004 0.03
E - - - - - - A G 0.43 0.58 0.006 0.02

*SNPs: (1)rs4448731, (2)rs4565946, (3)rs11179000, (4)rs7955501, (5)rs10506645, (6)rs4760820,
(7)rs1487275 e (8)rs10879357.
**valor de p ajustado pelo teste de 1000 permutagdes.

IV.IV - Desequilibrio de ligacéo
Encontramos forte desequilibrio de ligacdo entre os rs10506645 (intron 7) e
rs4760820 (intron 8), com valor D’=0,95 (Figura 3). Todos os SNPs estavam em

equilibrio de Hardy-Weinberg.
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Figura 3 — Desequilibrio de ligagcéo entre os marcadores na populacdo estudada.

— LGE6.BOISI

Giciayis]

02809.1s1

i

S¥990501S1
L05556/81
, 00062L11S]

9¥6595FS)

NN

LELBF TSI

Block 1 {11 kh)

54

61

56



48

V. DISCUSSAO
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Como ja foi citado na introducéo, sabe-se hoje dos efeitos da disfuncéo
serotoninérgica nos transtornos de humor. Genes relacionados a serotonina sao
fortes candidatos para estudo desses transtornos. Variantes no gene da TPH2,
enzima limitante da via de sintese da serotonina, vem sendo estudadas por
diversos pesquisadores, porém os achados ainda sédo conflitantes.

O objetivo do nosso estudo foi verificar se ha associacdo entre
polimorfismos no gene da TPH2 e a susceptibilidade ao TB, ao comportamento
suicida e a comorbidades. Genotipamos 303 pacientes e 224 controles, utilizando
8 tagSNPs do gene da TPH2 e n&o encontramos diferencas significativas na
frequéncia dos polimorfismos entre os pacientes com TB e os controles. Também
nao encontramos diferencas significativas na frequéncia dos polimorfismos entre
0s pacientes com TB que tentaram ou néo suicidio.

Até o momento nenhum estudo levou a evidéncias convincentes sobre o
envolvimento da TPH2 na patogénese do TB e/ou suicidio. A descoberta da TPH2
€ recente e o numero de estudos ainda restrito. Além disso, outros fatores como
critétios de selecdo amostral diferentes podem tornar os resultados conflitantes.
Quatro autores estudaram os SNPs rs1487275, rs4448731 e rs4760820 (Cichon e
cols. 2008; Lopez de Lara e cols. 2007; Van Den Bogaert e cols. 2006; Grigoroiu-
Serbanescu e cols. 2008) presentes nesta pesquisa. Apenas Lopez de Lara
encontrou associag¢ao positiva do rs4448731 com a susceptibilidade ao suicidio
em pacientes com depressdo maior. Outros autores encontraram associagfes
positivas, porém utilizando SNPs diferentes dos utilizados nesta pesquisa.

Mann e colaboradores (2008) genotiparam 109 pacientes com TB, 324
pacientes com depressdo maior e 130 controles utilizando o SNP rs4131347 e

nao encontraram associacdo entre o genodtipo e os transtornos de humor e
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tentativa de suicidio. Os autores sugerem que em transtornos complexos como o
TB ha provavelmente envolvimento de multiplos genes e fenbmenos epigenéticos,
e assim, estudos com SNPs Unicos fornecerdo somente uma visdo parcial da
base genética dos transtornos complexos.

De Luca e colaboradores (2006) pesquisaram 2 haplétipos (-473T>A e -
8396G>C) em pacientes suicidas bipolares e esquizofrénicos, e ndo encontraram
associacdo desses haplétipos com o suicidio. Os autores concluem que outros
estudos devem ser feitos com amostras maiores e diagndsticos mais bem
delimitados, como tipo de TB e subtipos de esquizofrenia.

Em relacdo a comorbidade péanico, encontramos diferencas significativas
dos polimorfismos entre os pacientes com TB com e sem comorbidade panico,
sugerindo fatores de risco ou protecdo para susceptibilidade a comorbidade
panico. Trés estudos recentes avaliaram polimorfismos no gene da TPH2, porém
comparando grupo de pacientes com transtorno do panico com grupo controle
(Kim e cols. 2009; Maron e cols. 2007; Mossner e cols. 2006).

Kim e colaboradores (2009) e Mossner e colaboradores (2006) estudaram
o polimorfismo funcional rs4570625 em pacientes com TP e controles. O primeiro
encontrou diferenca significativa da frequéncia alélica entre pacientes com TP e
controles. Ja o segundo autor ndo encontrou diferencas significativas entre os
grupos e sugere estudos futuros de interacdo gene-ambiente no TP.

Os dois estudos citados acima sdo o0s dois Unicos estudos que
pesquisaram o SNP funcional rs4570625 no TP. Como alguns estudos sugerem o
impacto dessa variante na resposta da amigdala aos estimulos emocionais
(Brown e cols. 2005; Canli e cols. 2005) estudos futuros devem ser feitos para

confirmar ou ndo os achados.
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Maron e colaboradores (2007) encontraram associagao positiva do
rs1386494 com o grupo de pacientes mulheres com TP.

Nossos achados positivos necessitam de replicacdo, pois € o primeiro
estudo a avaliar polimorfismos no gene da TPH2 e a susceptibilidade a
comorbidade péanico em pacientes com TB.

Algumas limitagdes do nosso estudo devem ser levadas em
consideracao. Em todo estudo caso-controle de genética psiquiatrica existe a
possibilidade de resultados falso-positivos e falso-negativos devido a
estratificacdo étnica e tamanho da amostra. NOs tentamos controlar essas
variaveis, incluindo somente caucasianos auto declarados em nossa amostra.
Porém, como demonstrado anteriormente, a ancestralidade étnica no Brasil n&do
pode ser facilmente avaliada apenas com base no exame fisico (Parra e cols.
2003). Outra limitacdo € o tamanho da nossa amostra, que através do célculo
amostral deveria ser de 382 pacientes com TB.

Verificamos o equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), uma vez que desvio
de EHW frequentemente se deve a consangiinidade, estratificacdo populacional,
ou erro no experimento podendo levar a associacfes estatisticamente
significativas ao acaso. Todos os SNPs estavam em EHW.

Realizamos também o teste de permutacdes, no programa UNPHASED
com 1000 permutacdes, com correcdo do melhor valor de p. E um teste que vem
sendo muito utilizado nos estudos genéticos afim de evitar o efeito de multiplos
testes (Banding 2006), excluindo a possibilidade de falso-positivos.

Concluindo, os estudos de associacdo conduzidos até o presente
momento ndo foram capazes de estabelecer resultados definitivos, haja vista que,

além de encontrarmos resultados negativos, a maioria dos achados positivos nao
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pdde ser replicada. Genes envolvidos no sistema serotoninérgico continuam
sendo genes candidatos para estudos dos transtornos de humor, porém estudos
maiores, envolvendo interacdo gene-gene e gene-ambiente sdo necessarios para

um maior entendimento da etiopatogenia dos transtornos de humor.
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