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Resumo

O Transtorno Afetivo Bipolar (TAB) é um transtorno psiquiatrico grave, cronico e com
progressivo aumento da gravidade dos episddios. O progndstico para os pacientes com
TAB é pobre, com altas taxas de recaida, de sintomas residuais, disfuncdes cognitivas e
de diminuicdo da qualidade de vida. Um crescente corpo de estudos suporta a
hipdtese de que o TAB surge de anormalidades em cascatas de plasticidade celular,
levando a processamento deficiente de informacdo nas sinapses e circuitos de
mediacdo de funcles afetivas e cognitivas. Varias linhas de evidéncias sugerem que a
via Wnt pode, também, estar envolvida na etiologia do TAB, pois esta via esta
relacionada a processos de desenvolvimento essenciais tais como crescimento celular,
migracdo e diferenciacdo celular. Por esse motivo, o objetivo do nosso estudo foi
avaliar possiveis associacGes entre polimorfismos de alguns genes da via Wnt e a
susceptibilidade ao TAB e comorbidades. Nossa amostra consistiu de 546 individuos,
sendo 306 pacientes com TAB e 240 controles saudaveis. Utilizamos os genes WNT2B,
WNT3A, WNT5A, WNT7A, APC1 e FZD3. Nas andlises de associacdo entre caso e
controle, ndo encontramos correlacdo entre os tagSNPs estudados e o TAB.
Encontramos associagdo positiva entre o gene APC1, rs7419262, e tentativa de suicidio
violenta e entre o gene WNT2B, rs3790606 e rs351372 e o transtorno de ansiedade
generalizada como comorbidade em pacientes com TAB. Concluimos que a via Wnt

pode estar associada a susceptibilidade ao TAB e suicidio.

Palavras-chave: Via de Sinalizacdo Wnt, Transtorno Bipolar, Polimorfismo, Psiquiatria,

Genética.



Abstract

Bipolar Disorder (BD) is a severe and chronic psychiatric illness with progressive
increase in the severity of episodes. The prognosis for patients with BD is poor, with
high rates of relapse in residual symptoms, cognitive impairment and decreased
quality of life. A growing body of research supports the assumption that BD arises from
abnormalities in neuronal plasticity. Several lines of evidence suggests that the Wnt
family is involved in this pathway since it is related to key developmental processes
such as cell growth, migration and cell differentiation. Therefore, the aim of our study
was to evaluate whether genes of the Wnt pathway are associated to BD and its
comorbidities. Our sample consisted of 546 individuals: 306 patients with BD and 240
healthy controls. We used the genes WNT2B, WNT3A, WNT5A, WNT7A, APC1 and
FZD3. We found no correlation between the studied tagSNPs and BD. However, we
found a positive association between ACP1 tagSNP, rs7419262, and violent suicide
attempt, and between the WNT2B tagSNPs, rs3790606 and rs351372, and generalized
anxiety disorder as a comorbidity in patients with BD. We conclude that the Wnt

pathway may be associated with susceptibility to BD and suicide.

Keywords: Wnt pathway, Bipolar Disorder, Polymorphism, Psychiatry, Genetics.
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1.1. Aspectos clinicos e epidemiolégicos do Transtorno Afetivo Bipolar

O Transtorno Afetivo Bipolar (TAB) é um transtorno psiquiatrico grave, crénico
e com progressivo aumento da gravidade dos episddios (DEAN; GERNER;
GERNER, 2004; GOODWIN; JAMISON, 1990). O TAB é classificado como
transtorno do humor pelo Manual Diagndstico e Estatistico de Transtornos
Mentais (AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2000). O progndstico para os
pacientes com TAB é pobre, com altas taxas de recaida, de sintomas residuais,
disfuncBes cognitivas e de diminuicdo da qualidade de vida (BELMAKER, 2004;
KUPFER, 2005).

O Transtorno Afetivo Bipolar consiste em uma alteragao ciclica do estado de
animo, caracterizada por variacdo extrema do humor, alternando entre fase
maniaca ou hipomaniaca e fases depressivas (BELMAKER, 2004). O transtorno é
classificado em transtorno afetivo bipolar tipo | (caracterizado por um ou mais
episddios maniacos ou episddios mistos), tipo Il (ocorrem um ou mais episédios
depressivos maiores acompanhados por, pelo menos, um episddio
hipomaniaco) e ciclotimico (caracterizado por perturbacdo crénica e flutuante
do humor envolvendo numerosos periodos de sintomas ligeiros de hipomania e
depressdo, mas que ndo preenchem os critérios de depressdo maior)

(AMERICAN PSYCHIATRY ASSOCIATION, 2000; BELMAKER, 2004).

O transtorno afeta igualmente homens e mulheres, iniciando sua manifestacdo
clinica, geralmente, entre 15-30 anos de idade (GOODWIN; JAMISON, 1990).
Sua prevaléncia ao longo da vida é de 0,5% a 7,5%, dependendo da amplitude
dos critérios diagndsticos com a introdugdo do conceito de espectro bipolar
(ANGST et al., 2003; JUDD; AKISKAL, 2003). TAB tipo | atinge aproximadamente

0,8% da populacdo adulta, e o TAB tipo Il afeta cerca de 0,5% da populagdo.

Ao quadro clinico, associa-se alta incidéncia de tentativa de suicidio,

comportamentos de alto risco, como promiscuidade sexual e abuso de
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substancias, dificuldades nas relagdes interpessoais e multiplas hospitalizacdes
(FOUNTOULAKIS et al., 2009; POMPILI et al., 2008). Varias comorbidades
clinicas e psiquiatricas, como transtorno do panico, transtorno obsessivo-
compulsivo, hipo e hipertireoidismo, hipertensdo, diabetes também se

associam ao TAB (KAWA et al., 2005; NAKAGAWA et al., 2008).

O transtorno afetivo bipolar é um transtorno do humor altamente
incapacitante e com altas taxas de comorbidades psiquiatricas, as quais chegam
a mais de 60% ao longo da vida (SASSON et al., 2003). McElroy et al. (2001)
mostrou em seu estudo que 65% dos pacientes com TAB apresentavam pelo
menos uma comorbidade psiquidtrica ao longo da vida, sendo que 42%
apresentaram dois ou mais diagndsticos e 24% apresentaram trés ou mais

comorbidades.

Atualmente, acredita-se que muitos pacientes com TAB apresentam um
predominio da polaridade maniaca ou depressiva durante o curso da sua
doenca, o que tem importantes implicacdes clinicas e terapéuticas. Pacientes
com predominio de episddios depressivos apresentam maior nimero de anos
sem diagndstico, uma maior duracdo da doenca e mais riscos de suicidio,
enquanto os com predominancia maniaca apresentam mais sintomas
psicoticos, historia de abuso de drogas e pior funcionalidade cognitiva (COLOM

et al., 2006; DABAN et al., 2006).

1.2. Aspectos fisiopatoldgicos do TAB

O substrato neurobiolégico do TAB ainda ndo foi completamente
compreendido. Nos ultimos 40 anos, estudos neurobioldgicos tiveram seus
focos nos neurotransmissores monoaminérgicos serotonina, noradrenalina e
dopamina (MARTINOWICH; SCHLOESSER; MANIJI, 2009). Um acumulo de
evidéncias demonstra que 0s sistemas neuronais monoaminérgicos

apresentam diversas e extensas conexdes com estruturas do sistema limbico,
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do cortex pré-frontal e com circuitos estriatais que, presume-se serem
responsaveis pelas manifestagdes comportamentais dos transtornos do humor

(DREVETS, 2000).

Entretanto, nos ultimos anos, a pesquisa relacionou transtornos do humor com
deficiéncias estruturais e funcionais relacionadas com a neuroplasticidade em
varias regiées do SNC (ALTSHULER et al., 1990; MANIJI; LENOX, 2000). De fato,
estudos pos-morte demonstraram diminuigdo significativa de células gliais no
cortex pré-frontal e sistema limbico e de células neuronais no cértex pré-
frontal e hipocampo de individuos com TAB (RAJKOWSKA, 2002) corroborando
os achados de alteracdes anatdmicas e funcionais observados nos estudos de
neuroimagem (BRAMBILLA et al., 2002; FRANGOU; RAYMONT; BETTANY, 2002;
STRAKOWSKI et al., 2000).

Além disso, estudos farmacologicos evidenciaram atividade neuroprotetora dos
estabilizadores de humor diante de uma série de modelos de neurotoxicidade
(CHUANG et al.,, 2002) e pesquisas recentes identificaram que a acdo
terapéutica desses farmacos envolve a regulacdo de diversos sistemas de
sinalizacdo intracelulares, segundos mensageiros e regulacdo da expressao

génica (LI; KETTER; FRYE, 2002; SCHLOESSER et al., 2008).

Um crescente corpo de estudos suporta a hipotese de que o TAB surge de
anormalidades em cascatas de plasticidade celular, levando a processamento
deficiente de informagdo nas sinapses e circuitos de mediacdo de funcdes
afetivas, cognitivas, motoras e neurovegetativas (EINAT; MANIJI, 2006; POST,
2007; YOUNG, 2007). De fato, em um estudo de GWAS (genome-wide
association study) com TAB, todas as associacdes de risco significativas sdo

implicadas com cascatas de sinalizacdo (BAUM et al., 2008).
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Assim, a neurobiologia do TAB pode relacionar-se mais com alteragdes
sinapticas e de neurocircuitos do que simplesmente com um desequilibrio de

neurotransmissores (MARTINOWICH; SCHLOESSER; MANIJI, 2009).

Em suma, as anormalidades estruturais, assim como a diminuicdo no numero
de células neuronais e gliais observadas nos transtornos de humor poderia
indicar uma alteracdo do balanco entre neurogénese e morte neuronal no

cérebro adulto.

1.3. Transtorno Afetivo Bipolar e o suicidio

Um milhdo de pessoas morrem anualmente, por suicidio, em todo mundo
(BERTOLOTE; FLEISCHMANN, 2002). No Brasil, em 2005, a taxa de suicidio
aumentou 21% quando comparado com o periodo de 1980 a 2000. Segundo o
Data SUS, ocorrem 6000 suicidios por ano no Brasil, colocando-o entre os 10
primeiros paises no mundo em numeros absolutos de morte por suicidio

(www.datasus.gov.br).

Segundo dois autores que avaliaram estudos de autdpsia psicolégica, os
transtornos psiquiatricos estdao presentes em praticamente 100% dos suicidios
completos (ARSENAULT-LAPIERRE; KIM; TURECKI, 2004; BERTOLOTE et al.,
2004). O suicidio pode ser compreendido como um desfecho desfavoravel para
aqueles casos mais severos de transtornos psiquiatricos (MANN, 2002). Apesar
disso, o suicidio é potencialmente prevenivel e todos os esforgos clinicos
devem ser feitos nesse sentido (ANGST et al.,, 2005; YEREVANIAN; KOEK;
MINTZ, 2003).

O risco de suicidio em pacientes com TAB é de aproximadamente 1% ao ano,
cerca de 60 vezes o risco na populacdo geral, que chega a 0,015% anualmente.
O risco de tentativa de suicidio entre os pacientes com TAB é de

aproximadamente 3,9% anualmente ou aproximadamente 3 vezes maior que a
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taxa de suicidio completo (1,4% anualmente) (TONDO; ISACSSON;
BALDESSARINI, 2003). A letalidade dos atentados suicidas em pacientes com
TAB é 10 vezes maior que na populagdo em geral (BALDESSARINI; POMPILI;
TONDO, 2006).

1.4. Transtorno Afetivo Bipolar e comorbidades

O termo comorbidade é formado pelo prefixo “cum”, que significa
contiguidade, 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 doencas.

A comorbidade do TAB com outros transtornos psiquidtricos e com doencas
clinicas é frequente e esta associada a pior resposta ao tratamento (COLE et al.,
1993; GOODWIN; JAMISON, 1990). Os indices de comorbidade entre pacientes
bipolares variam de 30% a quase 100%, conforme a metodologia e amostra

selecionada (KESSLER et al., 1997; VIETA et al., 2001).

Sharma et al. (1995) em um estudo sobre o padrdo de comorbidades na
depressdo 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).

Os pacientes bipolares que apresentam comorbidade com transtornos de
ansiedade e consumo de substancias estdao associados a piores desfechos no
TAB, taxas mais elevadas de tentativas de suicidio, tempo mais prolongado
para atingir remissao e maior risco de novos episddios (KAPCZINSKI et al., 2008;

POST, 2007).
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Chen & Dilsaver (1995) analisaram os dados do Epidemiologic Catchment Area
(ECA) e relataram que o transtorno do panico é a comorbidade psiquiatrica
mais frequente em bipolares (prevaléncia para vida toda de 20,8%, 26 vezes

maior que em individuos controle).

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

distinto de TAB.

A ligagdao entre TAB e TP também tem sido demonstrada através de estudos
genéticos (MACKINNON et al., 1997, 1998). MacKinnon et al. (2002) estudaram
203 familias com TAB e demonstraram que a histéria familiar de TAB é fator de
risco para TP. Essa idéia também foi reforcada por Doughty et al. (2004) que
avaliaram 109 familias bipolares e confirmaram os dados de que o TP é
primariamente associado com transtorno afetivo em familias que tém historia
de TAB. Esse achado clinico é corroborado por estudos que encontraram
associacdo da comorbidade TP e marcadores no braco longo cromossomo 18
em pacientes com TAB (VIETA et al., 2001). Rotondo et al. (2002) encontraram
diferenga significativa nos polimorfismos de enzimas relacionadas aos
neurotransmissores, especialmente a serotonina, entre o grupo de bipolares

com TP comérbido e no grupo com TAB sem TP.

Pesquisas e estudos clinicos nessa area sdo necessarios para elucidar a
fisiopatologia dessas associacdes e, consequentemente, propiciar um
tratamento mais especifico para esse subgrupo de pacientes, com bases em

evidéncias mais consistentes.
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1.5. Aspectos genéticos do TAB

Diversas evidéncias corroboram para demonstrar a importancia de fatores
genéticos na vulnerabilidade para o TAB. Resultados de estudos com familias,
gémeos e adocdo demonstram essa base genética (CRADDOCK; JONES, 1999).

Angst, em 1966 na Suica, e Perris, no mesmo ano na Suécia,
independentemente, apresentaram os primeiros resultados de estudos
sistematicos em familias. Ambos demonstraram agregacdo familiar das
alteragdes do humor, encontrando maior frequéncia de bipolares entre os
familiares de bipolares e de unipolares entre os parentes de depressivos

unipolares.

A concordancia entre gémeos monozigoticos varia de 60% a 80% e o risco de
desenvolver TAB em parentes de primeiro grau de um portador situa-se entre
2% e 15% (CARDNO et al., 1999). Bertelsen et al. (1977) investigaram 123 pares
de gémeos e encontraram uma concordancia, com relacdo a doenca bipolar, de

79% para gémeos monozigoticos e de 19% para gémeos dizigdbticos.

Mendlewicz & Rainer (1977) verificaram 29 adotados com TAB e observaram
uma prevaléncia de transtornos afetivos em 31% dos pais bioldgicos desses
individuos, comparado a uma prevaléncia de 12% nos pais adotivos. Wender et
al. (1986) investigaram uma amostra dinamarquesa de 71 adotados afetados
por transtornos de humor e relataram uma prevaléncia oito vezes maior de
casos de depressdo unipolar e quinze vezes maior de casos de suicidio nos pais

biolégicos desses individuos, comparados aos seus pais adotivos.

Esses dados sugerem que o TAB apresenta alta herdabilidade, entretanto, o
modo de heranga parece complexo, cujo aparecimento depende da presenca

de genes de vulnerabilidade e da interacdao destes com a influéncia ambiental.
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1.6. Viade sinalizagdo Wnt/ B-catenina

O primeiro gene Wnt foi descoberto a 30 anos atras, quando Nusse & Varmus
(1982) relataram que um virus induzia tumores nas glandulas mamarias de rato
através da ativacdo da expressdo de um gene até entdo desconhecido, o qual
deram o nome de integration 1 (Intl). Rijsewijk et al. (1987) relataram que o gene
Intl era homdlogo ao gene wingless (Wg) da droséfila descrito por Sharma em
1973. Hoje, o termo Wnt é, portanto, uma juncdo de Wg e Int (NUSSE et al.,
1991).

Ha 19 ligantes Wnt em seres humanos e um numero semelhante em outros
mamiferos. Os genes Wnts codificam uma familia de glicoproteinas secretoras,
as quais possuem um papel central na sinalizacdo molecular intracelular, tanto
durante o desenvolvimento dos neurbnios quanto no SNC maduro. Desta
maneira, tais proteinas participam de diversos processos, incluindo
padronizacdo de células embrionarias e regulacdo da proliferacdo de células,
polarizacdo e determinacdo de processos de sobrevivéncia (LOVESTONE et al.,
2007; WODARZ; NUSSE, 1998). A via Wnt induz células a proliferarem,
diferenciarem e sobreviverem e, além disso, induz fortemente mudancas no
citoesqueleto de ax6nios em desenvolvimento (KOZLOVSKY; BELMAKER;
AGAM, 2002).

A diferenciagao sindptica e a arborizagdo terminal de axénios sdao reguladas por
sinais retrogrados, os quais sdo proteinas secretdrias da familia Wnt. Uma
diminuicdo na extensdo do axénio combinada com um aumento cOnico em seu
tamanho leva a esta diferenga morfoldgica. Tais mudangas estao fortemente
relacionadas com a glicogénio sintase quinase 3B (GSK-3pB), pois proteinas Wnt
sinalizam por meio desta molécula. Consistente com suas fungdes no tecido
cerebral, a cascata Wnt é essencial para o remodelamento correto dos
terminais pré-sinapticos nesse 6rgdo (SALINAS, 2005). Paralelamente a isso,

esta é uma cascata crucial para a formacdo e organizacdo de neuronios do
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mesencéfalo (CASTELO-BRANCO et al.,, 2003). Além disso, a via Wnt é
certamente vital para a regionalizacdo do cérebro dos mamiferos (SCHAFFER;
WIEDAU-PAZQOS; GESCHWIND, 2003), além da padronizacdo cortical e adesdo
celular (FUENTEALBA et al., 2004; TORO; DEAKIN, 2007).

Embora ndo seja completamente conhecido como ocorre a sinalizagao da via
Whnt, é possivel que essas proteinas promovam interacoes com a familia frizzled
de receptores, levando a ativacdo das proteinas dishevelled (DVL) (BHANOT et
al., 1996; NOORDERMEER et al., 1994). Apds tal processo, a DVL inativa um
complexo proteico, que contem GSK-3B. Tal fato, em contrapartida, leva a
estabilizacdo, acumulacdo e translocacdo nuclear de B-catenina (BROWN;
MOON, 1998; IKEDA et al., 1998; POLAKIS, 1997; VAN LEEUWEN; SAMOS;
NUSSE, 1994). Um complexo nuclear que consiste de T-cell fator (TCF) interage
com a B-catenina e esta interagao modifica a transcrigao de genes contendo um
ou mais elementos promotores do TCF (HUBER et al., 1996). No estado inativo,
o complexo GSK-3/axina/APC se liga e fosforila a B-catenina levando esta

estrutura a degradacdo (IKEDA et al., 1998) (Figura 1).
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Figura 1 — Via Wnt - (a) Na auséncia de WNT, a B-catenina ¢ degradada e os genes-alvo est3o

num estado reprimido. (b) Se a sinalizagdo Wnt estd ativa, a B-catenina se acumula, entra no

nucleo, liga-se ao TCF e ativa a transcrigao.

1.6.1. Whnts e o desenvolvimento do sistema nervoso central

Nos vertebrados, os Wnts tem papéis bem definidos no desenvolvimento
cerebral, desde a descoberta de que nocaute do gene Wntl em ratos produz
hipotrofia dramatica do cerebelo e mesencéfalo (THOMAS; CAPECCHI, 1990). A
sinalizacdo Wnt/ B-catenina é critica para a especificacio do hipocampo
(GALCERAN et al., 2000; LEE et al., 2000) e para a proliferacao de precursores
neuronais (ZHOU et al., 2006), bem como para direcionar a migracdo de

neuronios no cértex (ZHOU; ZHAO; PLEASURE, 2004).
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1.6.2. Whnts e a orientagao axonal

A sinalizagao Wnt é importante para o desenvolvimento e a orientagao axonal
(BOVOLENTA; RODRIGUEZ; ESTEVE, 2006; ZOU, 2004). Geralmente, a
sinalizacdo Wnt-Fzd regula sinais positivos (LYUKSYUTOVA et al., 2003; WANG
et al., 2006), enquanto a sinalizagdo Wnt-Ryk regula sinais negativos (KEEBLE et

al., 2006; LIU et al., 2005) para o crescimento dos ax0nios.

Especificamente, a sinalizagdo Wnt4-Fzd3 direciona a projecdo axonal dos
neurdénios da medula espinhal apds cruzar a linha média (LYUKSYUTOVA et al.,
2003), enquanto a interacdo Wnt5a-Ryk ajuda a direcionar axoOnios
encaminhados através do corpo caloso (KEEBLE et al., 2006) e trato

corticoespinhal (LIU et al., 2005).

Além de fornecer sinais de orientacdo, a sinalizacdo Wnt regula a dindmica do
citoesqueleto do cone de crescimento e durante a ramificacdo axonal. O Wnt7a
controla a propagacao do cone de crescimento e a ramificagdo axonal no
cerebelo (HALL; LUCAS; SALINAS, 2000; LUCAS; SALINAS, 1997), assim como o
Wnt3a os neurdnios da medula espinal (KRYLOVA et al., 2002; PURRO et al.,
2008).

1.6.3. Wnt e a formagdo dendritica

O papel da via de sinalizagdo Wnt no desenvolvimento dos dendritos € menos
conhecido. Estudos com culturas de neurbnios de hipocampo mostraram que
um aumento no Wnt7b (ROSSO et al., 2005) ou em Wnt2 estdo associados com
o aumento da complexidade das arvores dendriticas e que a transcricdo do

Wnt2 é regulada por atividade neuronal (WAYMAN et al., 2006).
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1.6.4. Sinalizacdo Wnt e a sinapse

A sinalizagdo Wnt também esta implicada na formagdo e manutengao das
sinapses (BUDNIK; SALINAS, 2011). A primeira evidéncia de que a sinalizacdo
Wnt contribui para o desenvolvimento da sinapse veio de um estudo
envolvendo Wnt7a na extensdo do axénio e na agregacao de proteinas pré-
sinapticas nos neurdnios granulares cerebelares (LUCAS; SALINAS, 1997). A via
Wnt também pode estar envolvida na formacao de sinapses no hipocampo e no
cerebelo de mamiferos (FARIAS et al., 2010; SPEESE; BUDNIK, 2007; TANG,
2007).

O hipocampo foi intensamente estudado como um modelo para a formagao de
sinapses em neurdnios do prosencéfalo de mamiferos devido a sua anatomia e
relativa facilidade de obtencdo de populacdes adequadamente puras de
neurdnios em cultura, em adicdo a sua importancia comportamental na
formacdo da memoria (GOSLIN; BANKER, 1989). Wnt3, Wnt5a, Wnt7a e Wnt7b
estdo todos presentes no hipocampo dos mamiferos, apesar de Wnt3 ndo ser
amplamente expresso (DAVIS; ZOU; GHOSH, 2008; ROSSO et al., 2005). Os
receptores de Wnt Fzd3, Fzd5, Fzd8 e Fzd9 também sdo expressos no
hipocampo pds-natal (DAVIS; ZOU; GHOSH, 2008; ZHOU et al., 2010). Estes
Whnts e Fzds sdo, portanto, candidatos naturais para considerar o papel da via

de sinalizacdo Wnt nas sinapses de mamiferos.

O conhecimento atual sobre o papel dos Wnts "canbnicos" - aqueles associados
com a sinalizagdo Wnt / B-catenina - na formacdo de sinapses é simples.
Evidéncias disponiveis concordam que Wnt3a, Wnt7a, e Wnt7b aumentam os
niveis nucleares de B-catenina e promovem a organizacdo dos sitios pré-
sindpticos no cerebelo (AHMAD-ANNUAR et al., 2006; LUCAS; SALINAS, 1997),
bem como em cultura de células hipocampais (DAVIS; ZOU; GHOSH, 2008).
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Através da sinalizacdo Wnt, Wnt7a/7b em ratos também se mostrou
aumentada pela exposicdo a um ambiente de estimulos enriquecidos, com
aumento da complexidade do terminal sindptico de neurdnios hipocampais
(GOGOLLA et al., 2009). Estas alteragdes, no entanto, parecem ser através de
algum outro mecanismo que ndo a via completa de sinalizagdo candnica Wnt/
B-catenina, pois o resultado da sua sinalizagdao, tanto quanto é atualmente
conhecida, ndo é por regulacdao da transcricio mediada por B-catenina. Elas
tem sido associadas a mudancas na organizacdo dos microtubulos (HALL;
LUCAS; SALINAS, 2000), no agrupamento da proteina APC (FARIAS et al., 2007)
e na adesao célula-célula mediada por B-catenina (BAMII et al., 2003), o ultimo,
dos quais ndo tenha sido mostrado para ser disparado por via de sinalizacdo

Wnt / FZD / Dvl.

1.7. Via Wnt/ B-catenina e o TAB

Os Wnts compreendem uma classe de proteinas secretadas que controlam
processos de desenvolvimento essenciais tais como crescimento celular,
migracdo e diferenciacdo celular (MIKELS; NUSSE, 2006). Anormalidades nestas
vias tém sido implicadas em iniUmeras doencas cronicas, como cancer (MOON
et al., 2004), e mais recentemente, em alguns disturbios psiquiatricos, como a

esquizofrenia (ALEKSIC et al., 2010; KATSU et al., 2003).

Varias linhas de evidéncias sugerem que a via Wnt pode, também, estar
envolvida na etiologia do TAB (GOULD; MANJI, 2002; SCHLOESSER et al., 2008).

Primeiro, a via de sinalizacdo Wnt influencia a neuroplasticidade (SCHLOESSER
et al., 2008), a sobrevivéncia celular, e a neurogénese no adulto. Estudos
recentes tem sugerido prejuizo nessas funcdes no TAB. Por exemplo, verificou-
se que o Wnt7a é critico para o remodelamento e crescimento axonal no
cerebelo (HALL; LUCAS; SALINAS, 2000); camundongos com gene Wnt1 inativos

tiveram o desenvolvimento de regides do cérebro afetadas (MCMAHON;
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BRADLEY, 1990), e o Wnt3 aumentou a neurogénese no hipocampo de rato

adulto (LIE et al., 2005).

A sinalizacdo Wnt regula, em todos os organismos multicelulares, a
proliferacdo, diferenciacdo, migracdo e morfogénese celular (WODARZ; NUSSE,
1998). Além disso, a expressao de ligantes Wnt e os mecanismos de sinaliza¢do
Wnt no sistema nervoso maduro (SHIMOGORI et al., 2004; TISSIR; GOFFINET,
2006) sugerem que a via Wnt desempenha um papel na neuroprote¢do e na
plasticidade sindptica. Notavelmente, todas estas fungbes estdo
significativamente envolvidas na fisiopatologia dos graves transtornos de
humor recorrentes. Assim, a cascata Wnt parece ser bem adequada como via
molecular relevante que regula as funcdes do cérebro e sua desregulacdo pode
estar envolvida na fisiopatologia do TAB. Estudos sobre a via Wnt sdo
relativamente novos na literatura psiquiatrica, particularmente aqueles que

aproximam a via Wnt e suas aplicagdes clinicas no TAB.

Segundo, farmacos estabilizadores do humor e antipsicdticos utilizados para
tratar o transtorno afetivo bipolar afetam a via de sinalizacgdo Whnt,
particularmente através do GSK-3B, uma enzima chave nesta via. O Litio é
considerado um importante farmaco no tratamento do TAB, tanto para a fase
aguda como na profilaxia de episddios maniacos e depressivos recorrentes
(MANIJI et al., 1999). Diversos sdo os beneficios desse farmaco, incluindo acado
antimaniaca e antidepressiva, além de profilaxia a longo prazo e efeitos anti-
suicida (MANJI et al., 1999). Ac¢des terapéuticas do litio incluem propriedades
neuroprotetoras significativas. Foi demonstrado por diversos investigadores
que o litio inibe a atividade de GSK-3f e que o efeito neurotrdéfico e benéfico do
litio pode estar relacionado com o seu efeito sobre o GSK-3B (KLEIN; MELTON,
1996; MANIJI; MOORE; CHEN, 1999; PANDEY et al., 2010). O litio inibe esta
enzima, levando a ativacdo da via de sinalizacdo Wnt (KLEIN; MELTON, 1996).
VariacGes genéticas no gene da GSK-3B estdo associadas ao risco de TAB (LIN;

HUANG; LIU, 2013) e variacdo no numero de cdpias de segmentos de DNA
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(copy number variations) no gene GSK-3B estdo aumentadas em pacientes
bipolares (LACHMAN et al.,, 2007). Por isso, recentemente, essa via tem
aparecido no campo da pesquisa psiquiatrica, uma vez que o litio é conhecido

por afetar a sinalizacdo Wnt.

Em terceiro, foi mostrado que gémeos monozigéticos discordantes para o
transtorno afetivo bipolar apresentaram expressao diferente de genes da via de
sinalizacdo Wnt (MATIGIAN et al., 2007). Entre 292 genes com expressdo
diferenciada, 8 eram da via de sinalizagdo Wnt. Um destes foi o TCF7, um fator
de transcrigdo ativado pela B-catenina. Isto sugere o papel da via de sinalizagao

Wnt na patofisiologia do TAB.

Embora ndo haja evidéncia direta de que as anormalidades da via Wnt estejam
associadas com o TAB, estudos recentes sugerem um possivel envolvimento da
presente sinalizagdo no cérebro de pacientes com TAB (PANDEY et al., 2010;
ZANDI et al., 2008). Recente entendimento das proteinas de sinalizagdo Wnt
aponta fortemente para um envolvimento dessas moléculas na regulagdo de
muitos eventos que parecem ser primordiais na fisiopatologia do TAB, tais
como controle da progressdao do ciclo celular e crescimento celular (JIN;

GEORGE FANTUS; SUN, 2008).

1.8. Genes candidatos

Os estudos de genes candidatos tem como objetivo localizar genes associados a
alguma patologia, e a escolha desses genes é feita a partir de hipdteses
neurobioldgicas da patologia. O estudo de genes candidatos é um tipo de
estudo de associacdo, onde verifica-se se a frequéncia de determinadas
variacOes na estrutura do DNA, chamadas polimorfismos de base Unica (SNPs),
sdo significativamente diferentes entre a populacdo de afetados e a de ndo

afetados.
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Os SNPs sdo trocas ocorridas no DNA onde um nucleotideo é trocado por outro
(PENNISI, 1998). Essas modificacdes pontuais nas sequéncias de DNA sdo
encontradas tanto nas regiGes do genoma codificantes de proteinas (éxons)
guanto nas ndo codificantes (introns). Os SNPs nas regides codificantes sdao
chamados de SNPs funcionais e os SNPs nas regides ndao codificantes sdo

chamados de SNPs silenciosos.

A maior parte dos SNPs identificados em genes humanos ndo resulta em
alteragGes na sequéncia proteica (SNPs silenciosos) devido a sua localizacdo em
regides nao traduzidas. Assim, apenas uma pequena parcela dos SNPs tém a
capacidade de alterar a composicdo das proteinas, o que por sua vez poderia
levar a modificacGes da sua atividade biolégica. Porém, Komar (2007) mostrou
em seu estudo a grande importancia de se estudar os SNPs silenciosos, pois
eles podem conduzir a sintese de proteina, com a mesma sequéncia de
aminodcidos, mas com propriedades estruturais e funcionais diferentes. Assim,
um SNPs silencioso ndo deve ser negligenciado na determinacdo de

susceptibilidade no desenvolvimento de doengas.

O tagSNP é um representante de polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) em
uma regido com alto desequilibrio de ligacdo. Isto significa que todos os
polimorfismos desta regido estdo altamente ligados e que permanecem juntos
na divisdo celular. O tagSNP é o seu representante mais importante e ao se
estudar o comportamento do tagSNP se estuda todos os polimorfismos desta
regido. E possivel identificar a variacdo genética sem genotipar cada SNP em

uma regido cromossomica.

Ainda sdo poucos os estudos relacionando genes da via Wnt e o TAB, e por esse
motivo nosso estudo ird caracterizar geneticamente os pacientes com TAB
utilizando os genes WNT2b, WNT3a, WNT5a, WNT7a, APC1 e FZD3, todos

pertencentes a via de sinalizagao Wnt e expressos no SNC.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral

Investigar possiveis associagdes de susceptibilidade entre polimorfismos dos
genes WNT2B, WNT3A, WNT5A, WNT7A, APC1 e FZD3, todos pertencentes a

via Wnt, e o transtorno afetivo bipolar.

2.2. Objetivos especificos

Analisar as frequéncias génicas de polimorfismos de genes da via Wnt em um
grupo de pacientes com transtorno bipolar comparando-os a um grupo
controle.

Investigar se as frequéncias dos polimorfismos de genes da via Wnt estdo
associadas a dados clinicos como comportamento suicida e transtorno do

panico como comorbidade.

Avaliar se ha efeito sinérgico entre os tagSNPs selecionados na amostra de TAB.
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3. Material e Métodos
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3.1. Amostra estudada

Participaram deste estudo, 546 individuos, sendo 306 pacientes com
transtorno bipolar tipo | e Il e 240 controles. Todos os individuos do estudo sdo
caucasianos autodeclarados e foram selecionados no Ambulatério de
Transtorno Bipolar (Instituto de Previdéncia do Estado de Minas Gerais). Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica do Instituto de Previdéncia do Estado
de Minas Gerais. Todos os individuos assinaram o termo de consentimento
esclarecido apds uma explicagdo clara e detalhada sobre os procedimentos a

serem realizados no estudo.

O diagnéstico 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 n3do apresentavam historia prévia e/ou atual de transtornos
psiquidtricos e ndo possuiam familiares de primeiro grau com transtornos
neuropsiquiatricos. O comportamento suicida foi avaliado através de entrevista

clinica e analise de prontudrios médicos.

3.2. Extracdao de DNA

Apds exame clinico, todos os participantes foram submetidos a coleta de
sangue venoso periférico em tubos contendo anti-coagulante EDTA. A extragao
do DNA foi realizada pelo método de extracdo salina (LAHIRI; NURNBERGER,
1991), modificado por (SALAZAR et al., 1998), como segue:

¢ Homogeneizou-se delicadamente a amostra no tubo contendo EDTA
para, em seguida, transferir o sangue colhido para um tubo falcon de 50
mL;

e Adicionou-se a solugdo tampdo TKM1 (10 mM Tris-HCI pH 7,6; 10 mM

KCl; 10 mM MgClI2; 2 mM EDTA) para lavagem do sangue, retirando o
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excesso de plasma e de hemacias da amostra. O volume de TKM1
adicionado é correspondente ao volume de sangue coletado;

e 500 pL do reagente Triton X-100 (C14H220(C2H40)n) foram
adicionados para lise celular dos leucdcitos. O conteudo foi agitado
vigorosamente e centrifugado por 15 min a 4 °C (2600 rpm). Desprezou-
se o sobrenadante e o pellet (parte sedimentada na centrifugacdo
contendo o DNA) foi mantido;

* O pellet foi lavado novamente com TKM1 para retirada do Triton X-100.
O conteudo foi agitado vigorosamente e centrifugado por 10 min a 4°C
(1600 rpm). Desprezou-se o sobrenadante;

e Ressuspendeu-se o pellet em 1600 pL de solucdo tampdo de TKM2 (10
mM Tris-HCl pH 7,6; 10 mM KCI; 10 mM MgCl2; 0,4 M NaCl; 20 mM
EDTA) e 100 uL de SDS (dodecil sulfato de sédio) a 10% para reafirmar a
lise dos leucdcitos;

¢ O conteudo foi agitado vigorosamente com o auxilio de um vértex, para
fragmentacdo do pellet;

¢ Incubou-se o tubo falcon em banho maria a 55 °C durante 10 a 20 min;

* Depois, 900 pL de cloreto de sédio 6 M foram adicionados para
precipitacdo das proteinas;

e Centrifugou-se o tubo falcon por 15 min a 4 °C (15000 rpm);

¢ O sobrenadante foi transferido para um tubo falcon de 15 mL, contendo
5 mL de etanol absoluto para precipitagdao do DNA;

e O DNA foi retirado do tubo com o auxilio de uma pipeta Pasteur e
mergulhado em outro tubo falcon de 15 mL, contendo 300 uL de etanol
70%. O tubo foi deixado aberto para secagem do etanol;

* O DNA foi ressuspendido em 500 plL de tampdo Tris-EDTA (TE; 10 mM
Tris, 1 mM EDTA, pH 7,4 a 8,0) e acondicionado a 4°C, devidamente

identificado.

A quantificacdo do DNA foi realizada no aparelho de espectrofotometro e,

posteriormente, sua concentragdo foi ajustada para 50 ng/uL.
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3.3. Reacdo em cadeia de polimerase com sonda TagMan®

A PCR (polymerase chain reaction) é 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 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 Taqg 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, reducdo da temperatura para
anelamento dos primers ao DNA de fita simples e novamente elevacdo da

temperatura para extensdo 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 sequéncias 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 fluordoforo na forma de luz e a dissipa na forma de luz ou calor).
Durante a PCR a sonda TagMan hibridiza com a sequéncia 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 o 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 é aumentada de forma exponencial. Esse aumento da
fluorescéncia ocorre apenas quando a sonda hibridiza e quando a amplificacdo
da sequéncia alvo é estabelecida. A sonda TagMan® é 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 —
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detecta a presenca do alelo 1 e um marcador — FAM™ dye — detecta a presenca

do alelo 2 (Figura 2).
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Figura 2. Esquema ilustrativo do mecanismo da PCR em tempo real

A reacdo de PCR foi preparada com 3.5ul de TagMan® Universal PCR Master

Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA), 0.1ul de probe, 3.4ul de agua

deionizada e 1.0ul de DNA por amostra. As reagdes foram feitas em placas de

reacbes 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 952C, seguido de 50 ciclos de anelamento e extensdo cada

um deles com 15 segundos a 952C e 1 minuto a 602C, respectivamente. A

leitura da fluorescéncia é feita ao final de cada ciclo. Para a analise dos

produtos da reacao, foi utilizado o modo de discriminacdo alélica (Figura 3) do

software que acompanha o aparelho.
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Figura 3 - Resultado ilustrativo da analise da discriminagdo alélica em uma PCR

em tempo real

Cada ponto é o resultado de uma amostra, os pontos em vermelho no canto
superior esquerdo sdo homozigotos para o alelo marcado com a fluorescéncia
FAM, os pontos em azul no canto inferior direito representam os individuos
homozigotos para o alelo marcado com a fluorescéncia HEX e os pontos em
verde no canto superior direito sdo heterozigotos (um alelo marcado com a
fluorescéncia FAM e o outro com a HEX). Os pontos em marrom no canto

inferior esquerdo sao os controles negativos.

Dez por cento das amostras foram genotipadas novamente, de forma aleatéria,
como controle de qualidade, para garantir a exclusdo de possiveis erros

laboratoriais.

3.4. Escolha dos polimorfismos

Os estudos de associa¢do 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 é o baseado em haplétipos, a qual

sdo selecionados polimorfismos representativos de um ou mais hapldtipos, os
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assim denominados "tagSNPs”, que sdo transmitidos junto com os
polimorfismos que os representam. Nosso estudo de associacdo foi baseado

em tagSNPs.

Os tagSNPs foram escolhidos através do Projeto Internacional HapMap
(http://www.hapmap.org/) e adquiridos na Applied Biosystems®. Os
marcadores utilizados sdo correspondentes aos polimorfismos rs351370,
rs3790606, rs351372, rs3121310, rs708122, rs3121309, rs1745423, rs7622120,
rs566926, rs11128663, rs1433354, rs9863149, rs12634816, rs3762720,
rs7419262, rs4447635, rs10503830, rs352203. As informacdes referentes aos
marcadores estdo na tabela 1 e as sequéncias correspondentes aos SNPs

estudados na tabela 2.



Tabela 1. Informagdes sobre os marcadores estudados

Gene | SNPs Localizagao Posigcao Alelos*
WNT2B | rs3790606 Chr.1 112853709 G>C
rs351370 Chr.1 112856182 CT
rs351372 Chr.1 112860743 AST
WNT3A | rs708122 Chr.1 226283620 G>T
rs3121309 Chr.1 226289659 G>A
rs1745423 Chr.1 226290776 C>A
rs3121310 Chr.1 226291447 G>A
WNT5A | rs7622120 Chr.3 55479770 G>A
rs566926 Chr.3 55495818 C>A
WNT7A | rs12634816 Chr.3 13847271 G>A
rs9863149 Chr.3 13858361 T>C
rs3762720 Chr.3 13870818 C>G
rs1433354 Chr.3 13872246 A>G
rs11128663 Chr.3 13887851 G>C
APC1 rs4447635 Chr.2 255970 C>G
rs7419262 Chr.2 263621 G>C
FzZD3 rs10503830 Chr.8 28448462 T>G
rs352203 Chr.8 28450620 T>C

* (alelo ancestral > alelo polimérfico)

42
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Tabela 2. Sequéncias correspondentes aos polimorfismos estudados
Gene SNPs Sequéncia [vic/fam]

WNT2B rs3790606 CTTCGACGGGTTGGAGACGATTCGG[C/G]CAGGACTGTCACTGAAATCTGAAGT
rs351370 TGTTCAAAGTTCTATATGTGCTGGGIC/TITGAATCATGTACACTAGGGGCTGTA
rs351372 GGAGCTTAGGAATGCCTAGGGTCAA[A/TICAGGTGCGTGAAGAGTCTTCACATA

WNT3A rs708122 CGTTCTGGGGTAGAGGACACAGATC[A/C]CACCACTCGATGGAGCATCAAGGTC
rs3121309 AGAATCACTGTGACAAAGCAGAGAC[A/G]TGAACCTTGGCAGCCTGGCTCCAAA
rs1745423 CATATCCTCACACCTCCTGCTTTCA[G/TICCCCATCTGCCGTCCACCTGGCCTG
rs3121310 AGTAAGTGTGCTTCCCACAACTCCC[A/G]IGTGGACACTTCCCAGAGCCCTGGGG

WNTS5A rs7622120 TATTTCCTTCATTACCAGAAGTCTTIA/GITGTTGCCTTCTTTAAAAATTCTTCC
rs566926 CCCACTTTTTCTCAAAAATCAAAATIG/TIGTTTGCAGAACGGGTGGTGCGACCA

WNT7A rs12634816 CCTCCAGGGCAGACAGAGCTCCCCA[A/G]TGTTGCCAGCCCTAAGGCCTTTTTA
rs9863149 GGAAGCAGCGAGACAGACTGGAGGG[C/TIGAGTTCAAATATGGTGGTCAGGAAA
rs3762720 GAGTAACATTCAATTCGTCTTAAGG[C/GJAGACTCAATTATCCAACCTCTTCAG
rs1433354 AAAGCAACCTATGGGAAGCCCTGTG[C/TIGTGGTATAAGCCCTGAGGAGCACTG
rs11128663 GGAGGAGCGCAGTGACCCTAAATGT[C/G]JATGCTTGCTTCTTGATGTCCTGGAG

ACP1 rs4447635 GCCTTTTTATTTTATAAAGTCAAAC[C/GITAAATATTTCCTCCTTTGCTTTCCC
rs7419262 TCTGCAGCACTGGTTTTTTATATGGI[C/G]GTTTCTAGTTGTTTTTAGTAGTAGG

FzD3 rs10503830 TTTGCTTAAAAACCAATAAGGTTGCIG/TITAACAGTTATCTCTCACATTACAGA
rs352203 TGCCAGAAAATATTACAGAATACGA[C/TIATGAAGGAAACATAGACTATTATAG
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3.5. Analise Estatistica

As analises de associacdo de alelos, genétipos, estimativa de risco determinada
pela presenca dos polimorfismos (odds ratio, OR) e 1000 permutacdes (teste de
correcdo de falsos positivos — erro tipo |) foram feitas no programa UNPHASED
(DUDBRIDGE, 2008). O Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) foi calculado
utilizando o programa Haploview 4.1 (BARRETT et al.,, 2005). O nivel de

significancia considerado foi p<0,05.

A fim de investigar a existéncia de uma interacdo entre os genes selecionados
na susceptibilidade ao transtorno afetivo bipolar empregou-se o software MDR,
versdo 2.0 beta 8.4. Os resultados provenientes das suas andlises foram
representados sob forma de dendograma, uma das ferramentas visuais para
interpretacdo dos modelos de interacdo gene-gene (MOORE et al., 2006). E
importante ressaltar que o uso deste software reduz as chances de falsos
positivos, em funcdo da estratégia de validacdo cruzada empregada no método
(MOORE et al., 2006; RITCHIE, 2011). Neste modelo o nivel de significancia

adotado foi de p < 0,05 e também foi aplicada a analise das 1000 permutacdes.
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4. Resultados



4.1. Caracterizacdo amostral

46

A amostra foi constituida por 546 individuos, subdividindo-se em 306 pacientes

com TAB e 240 controles saudaveis. Destes, 93 sujeitos eram do sexo

masculino, com média de idade de 20,28 +14,44 e 213 eram do sexo feminino,

com média de 42,97 +12,95. Ndo tivemos acesso a idade de 9 pacientes.

Dos 240 controles, 76 individuos eram do sexo masculino, com média de idade

de 41,19 +16,59, e 156 do sexo feminino, com média de 45,68 +20,00. Oito

individuos nao foram identificados quanto ao sexo e ndo tivemos acesso a

idade de 36 individuos.

Os dados demograficos e clinicos encontram-se na tabela 3.

Tabela 3. Dados demograficos e clinicos da populacdo estudada

Casos (n=306)

Controles (n=240)

transtorno de ansiedade generalizada

Sexo (F/M) 213/93 156/76
TAB tipo | 259 NA
Histdria de tentativa de suicidio 132 NA
Histdria de suicidio violento 53 NA
Presenca de comorbidade de panico 54 NA
Presenca de comorbidade de 90 NA
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4.2. Equilibrio de Hardy-Weinberg

A tabela 4 mostra os valores de p para Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW),
nos grupos caso e controle individualmente. Os grupos com valor de p menor

que 0.05 estdo fora de EHW.
Nesta mesma tabela encontram-se os valores da frequéncia do menor alelo
(MAF) na nossa populacdo e as frequéncias na populacdo caucasiana européia

(MAF CEU) que sdo disponibilizados no banco de dados do HapMap e do NCBI.

Tabela 4. EHW e MAF dos tagSNPs do estudo

TagSNP Caso Controle MAF (%) MAF CEU (%)
ACP1 X*"valor de p
rs4447635 0.80 0.55 0.27 0.36
rs7419262 0.002 0.06 0.45 0.32
WNT2B
rs3790606 0.0003 0.10 0.26 0.31
rs351370 0.66 0.92 0.37 0.38
rs351372 0.51 0.52 0.48 0.45
WNT5A
rs7622120 0.79 0.17 0.42 0.47
rs566926 0.02 0.80 0.18 0.27
WNT7A
rs12634816 0.000012 0.17 0.32 0.30
rs9863149 0.02 0.0014 0.36 0.27
rs3762720 0.00000 0.00002 0.37 0.23
rs1433354 0.23 0.17 0.43 0.27
rs11128663 0.00003 0.00001 0.40 0.43
WNT3A
rs708122 0.15 0.02 0.29 0.36
rs3121309 0.0000 0.0000 0.22 0.27
rs1745423 0.03 0.45 0.35 0.38
rs3121310 0.51 0.84 0.34 0.29
FZD3
rs10503830 0.006 0.01 0.22 0.33

rs352203 0.45 0.90 0.38 0.40
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4.3. Analise de frequéncias

4.3.1. Caso / Controle

Para o gene ACP1, ndo encontramos diferencas significativas na frequéncia

alélica e genotipica entre os grupos caso e controle (Tabela 5).

Tabela 5. Frequéncias alélica e genotipica do gene ACP1

Frequéncia
SNP Alelos TAB Controles X3(df) Valorp  OR (95%Cl)
N (%) N (%)
ACP1
rs4447635 G* 163 (26.81) 135 (28.36) 0.32 (1) 0.5702  1.00 (ref.)
¢ 445 (73.19) 341 (71.64) 1.08 (0.82-1.41)
GG 21 (6.90) 21 (8.82) 0.68 (2) 0.7113  1.00 (ref.)
GC 121 (39.80) 93 (39.08) 1.30(0.67-2.52)
cC 162 (53.29) 124 (52.10) 1.30 (0.68-2.49)
rs7419262 G 318 (52.13) 272 (56.67) 2.22 (1) 0.1355  1.00 (ref.)
c* 292 (47.87) 208 (43.33) 1.20(0.94-1.52)
GG 96 (31.48) 84 (35.00) 2.31(2) 0.3135  1.00 (ref.)
GC 126 (41.31) 104 (43.33) 1.06 (0.71-1.56)
CC 83 (27.21) 52 (21.67) 1.39(0.88-2.19)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT2B, encontramos diferengas significativas na frequéncia alélica
do rs3790606 entre os grupos caso e controle (Tabela 6). O alelo polimdrfico
estd mais frequente no grupo de pacientes bipolares. Porém, apds o teste de

correcdo de 1000 permutacges a significancia ndo se manteve.

Tabela 6. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT2B

Frequéncia
SNP Alelos TAB Controles X?(df) Valor p (+) OR (95%Cl)
N (%) N (%)
WNT2B
rs3790606 G 429 (71.50) 363 (76.91) 4.02(1) 0.044 (0.061) 1.00 (ref.)
c* 171 (28.50) 109 (23.09) 1.32(1.00-1.75)
GG 166 (55.33) 144 (61.02) 4.31(2) 0.1158 1.00 (ref.)
GC 97 (32.33) 75 (31.78) 1.12(0.77-1.63)
cC 37 (12.33) 17 (7.20) 1.88(1.02-3.49)
rs351370 T* 354 (62.32) 286 (62.72)  0.01 (1) 0.8966 1.00 (ref.)
¢ 214 (37.68) 170 (37.28) 1.01(0.78-1.31)
T 112 (39.44) 90 (39.47) 0.06 (2) 0.9685 1.00 (ref.)
TC 130 (45.77) 106 (46.49) 0.98 (0.67-1.43)
cc 42 (14.79) 32 (14.04) 1.05 (0.61-1.80)
rs351372 T 323 (53.12) 237(49.38) 1.51(1) 0.2191 1.00 (ref.)
A 285 (46.88) 243 (50.62) 0.86 (0.67-1.09)
T 83 (27.30) 61 (25.42) 2.33(2) 0.3105 1.00 (ref.)
TA 157 (51.64) 115 (47.92) 1.00 (0.66-1.51)
AA 64 (21.05) 64 (26.67) 0.73 (0.45-1.18)

*alelo polimérfico; (+) valor de p corrigido por 1000 permutagdes
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Para o gene WNT5A, ndo encontramos diferengas significativas na frequéncia

alélica e genotipica entre os grupos caso e controle (Tabela 7).

Tabela 7. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT5A

Frequéncia
SNP Alelos TAB Controles X*(df) Valorp  OR (95%Cl)
N (%) N (%)
WNT5A
rs7622120 G 341(56.83)  271(57.66)  0.07 (1) 0.7862  1.00 (ref.)
A* 259 (43.17) 199 (42.34) 1.03 (0.81-1.32)
GG 98 (32.67) 73 (31.06) 1.52(2) 0.4671  1.00 (ref.)
GA 145 (48.33) 125 (53.19) 0.86 (0.58-1.27)
AA 57 (19.00) 37 (15.74) 1.14 (0.68-1.91)
rs566926 A 116 (19.14) 84(17.72)  0.35(1) 0.5504  1.00 (ref.)
Cc* 490 (80.86) 390 (82.28) 0.90 (0.66-1.24)
AA 17  (5.61) 8 (3.37) 1.61(2) 0.4463  1.00 (ref.)
AC 82 (27.06) 68 (28.69) 0.44 (0.20-1.00)
CcC 204 (67.33) 161 (67.93) 0.41(0.19-0.89)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT3A, ndo encontramos diferencas significativas na frequéncia

alélica e genotipica entre os grupos caso e controle (Tabela 8).

Tabela 8. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT3A

Frequéncia
SNP Alelos TAB Controles X3(df) Valor p OR (95%Cl)
N (%) N (%)
WNT3A
rs708122 G 397 (72.71) 307 (68.83) 1.78 (1) 0.1813 1.00 (ref.)
T* 149 (27.29) 139 (31.17) 0.82 (0.62-1.09)
GG 149 (20.48) 113 (31.06) 2.01(2) 0.3655 1.00 (ref.)
GT 99 (47.10) 81 (43.40) 0.92 (0.63-1.35)
T 25 (32.42) 29 (25.53) 0.65 (0.36-1.17)
rs3121309 G 448 (76.71) 352 (78.22) 0.33(1) 0.5646 1.00 (ref.)
A* 136 (23.29) 98 (21.78) 1.09 (0.81-1.46)
GG 190 (65.07) 150 (66.67) 0.28 (2) 0.8670 1.00 (ref.)
GA 68 (23.29) 52 (23.11) 1.03 (0.67-1.57)
AA 34 (11.64) 23 (10.22) 1.16 (0.65-2.06)
rs1745423 A* 199 (33.17) 178 (37.39) 2.08 (1) 0.1491 1.00 (ref.)
¢ 401 (66.83) 298 (62.61) 1.20(0.93-1.54)
AA 41 (13.67) 36 (15.13) 2.65 (2) 0.2652 1.00 (ref.)
AC 117 (39.00) 106 (44.54) 0.96 (0.57-1.62)
cc 142 (47.33) 96 (40.34) 1.29 (0.77-2.17)
rs3121310 G 387 (64.29) 318 (66.25) 0.45 (1) 0.5002 1.00 (ref.)
A* 215(35.71) 162 (33.75) 1.09 (0.84-1.40)
GG 127 (42.19) 106 (44.17)  0.52(2) 0.7697 1.00 (ref.)
GA 133 (44.19) 106 (44.17) 1.04 (0.72-1.50)
AA 41 (13.62) 28 (11.67) 1.22 (0.70-2.10)

*alelo polimérfico



52

Para o gene FZD3, ndo encontramos diferencas significativas na frequéncia

alélica e genotipica entre os grupos caso e controle (Tabela 9).

Tabela 9. Frequéncias alélica e genotipica do gene FZD3

Frequéncia
SNP Gendétipo TAB Controles X3(df) Valorp  OR (95%Cl)
N (%) N (%)
FZD3
rs10503830 T 443 (77.18) 371 (78.60) 0.30 (1) 0.5808 1.00 (ref.)
G* 131 (22.82) 101 (21.40) 1.08 (0.80-1.45)
T 179 (62.37) 152 (62.37) 0.26 (2) 0.8764 1.00 (ref.)
TG 85 (29.62) 67 (29.62) 1.07 (0.73-1.58)
GG 23 (8.01) 17 (7.20) 1.14 (0.59-2.23)
rs352203 T 372 (61.79) 284 (60.17) 0.29 (1) 0.5879 1.00 (ref.)
c* 230 (38.21) 188 (39.83) 0.93 (0.72-1.19)
T 118 (39.20) 85 (36.02) 0.63 (2) 0.7286 1.00 (ref.)
TC 136 (45.18) 114 (48.31) 0.85 (0.59-1.24)
cc 47 (15.61) 37 (15.68) 0.91 (0.54-1.52)

*alelo polimérfico
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Para o gene ACP1, ndao encontramos diferengas significativas na frequéncia

alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB tipo |

com o tipo Il (Tabela 10).

Tabela 10. Frequéncias alélica e genotipica do gene ACP1

Frequéncia
SNP Alelos TAB I TAB | X?(df) Valorp  OR (95%Cl)
N (%) N (%)
ACP1
rs4447635 G* 30 (29.41) 135 (26.26) 0.42 (1) 0.5153  1.00 (ref.)
¢ 72 (70.59) 379 (73.74) 0.85 (0.53-1.36)
GG 7 (13.73) 15 (5.83) 4.13 (2) 0.1263  1.00 (ref.)
GC 16 (31.37) 105 (40.86) 0.32 (0.11-0.92)
cC 28 (54.90) 137 (53.31) 0.43 (0.16-1.73)
rs7419262 G 50 (49.02) 271 (52.52) 0.41 (1) 0.5181  1.00 (ref.)
c* 52 (50.98) 245 (47.48) 1.15(0.75-1.75)
GG 17 (33.33) 80 (31.01) 2.83(2) 0.2420  1.00 (ref.)
GC 16 (31.37) 111 (43.02) 0.67 (0.32-1.42)
CC 18 (35.29) 67 (25.97) 1.26 (0.60-2.64)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT2B, ndo encontramos diferengas significativas na frequéncia

alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB tipo |

com o tipo Il (Tabela 11).

Tabela 11. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT2B

Frequéncia
SNP Alelos TAB Il TAB I X3(df) Valorp  OR (95%Cl)
N (%) N (%)
WNT2B
rs3790606 G 66 (67.35) 367 (72.53) 1.06 (1) 0.3027 1.00 (ref.)
c* 32 (32.65) 139 (27.47) 1.28(0.80-2.03)
GG 25(51.02) 143 (56.52) 0.96 (2) 0.6169 1.00 (ref.)
GC 16 (32.65) 81 (32.02) 1.13(0.57-2.24)
cc 8 (16.33) 29 (11.46) 1.57 (0.64-3.84)
rs351370 T* 57 (59.38) 301 (62.97) 0.43 (1) 0.5085 1.00 (ref.)
¢ 39 (40.62) 177 (37.03) 1.16 (0.74-1.82)
T 16 (33.33) 97 (40.59) 1.00(2) 0.6043 1.00 (ref.)
TC 25 (52.08) 107 (44.77) 1.41(0.71-2.81)
cc 7 (14.58) 35 (14.64) 1.21 (0.46-3.19)
rs351372 T 56 (54.90) 272 (52.92) 0.13 (1) 0.7136 1.00 (ref.)
A 46 (45.10) 242 (47.08) 0.92 (0.60-1.41)
T 11 (21.57) 73 (28.40) 5.90 (2) 0.0521 1.00 (ref.)
TA 34 (66.67) 126 (49.03) 1.79 (0.85-3.74)
AA 6 (11.76) 58 (22.57) 0.68 (0.23-1.96)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT5A, ndo encontramos diferencas significativas na frequéncia

alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB tipo |

com o tipo Il (Tabela 12).

Tabela 12. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT5A

Frequéncia
SNP Alelos TABII TAB I X?(df) Valorp  OR (95%Cl)
N (%) N (%)
WNT5A
rs7622120 G 52 (52.00) 292 (57.48) 1.01(1) 0.3134 1.00 (ref.)
A* 48 (48.00) 216 (42.52) 1.24 (0.81-1.91)
GG 12 (24.00) 87 (34.25) 2.22(2) 0.3280 1.00 (ref.)
GA 28 (56.00) 118 (46.46) 1.72 (0.82-3.57)
AA 10 (20.00) 49 (19.29) 1.48 (0.59-3.67)
rs566926 A 17 (16.67) 101(19.73)  0.46(1) 0.4674 1.00 (ref.)
c* 85 (83.33) 411 (80.27) 1.22 (0.69-2.16)
AA 1 (1.96) 16 (6.25) 1.91(2) 0.3847 1.00 (ref.)
AC 15 (29.41) 69 (26.95) 3.47 (0.42-28.29)
CC 35 (68.63) 171 (66.80) 3.27 (0.42-25.51)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT3A, ndao encontramos diferengas significativas na frequéncia

alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB tipo |

com o tipo Il (Tabela 13).

Tabela 13. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT3A

Frequéncia
SNP Alelos TAB I TAB | X?(df) Valorp  OR (95%Cl)
N (%) N (%)
WNT3A
rs708122 G 61 (67.78) 342 (74.03) 1.44 (1) 0.2287 1.00 (ref.)
T* 29 (32.22) 120 (25.97) 1.35 (0.83-2.20)
GG 23(20.48) 129 (31.06) 2.40 (2) 0.3001 1.00 (ref.)
GT 15 (47.10) 84 (43.40) 1.00 (0.49-2.02)
T 7 (32.42) 18 (25.53) 2.18(0.81-5.80)
rs3121309 G 75 (76.53) 379(76.72)  0.001 (1) 0.9676 1.00 (ref.)
A* 23(23.47) 115 (23.28) 1.01 (0.60-1.68)
GG 160 (67.35) 160 (64.78) 0.90 (2) 0.6371 1.00 (ref.)
GA 59 (18.37) 59 (23.89) 0.73 (0.33-1.63)
AA 28 (14.29) 28 (11.34) 1.21 (0.48-3.00)
rs1745423 A* 39 (39.00) 162 (31.89) 1.86 (1) 0.1716 1.00 (ref.)
¢ 61 (61.00) 346 (68.11) 0.73 (0.47-1.14)
AA 9 (13.67) 32 (15.13) 1.67(2) 0.4330 1.00 (ref.)
AC 21 (39.00) 98 (44.54) 0.76 (0.31-1.83)
cC 20 (47.33) 124 (40.34) 0.57 (0.23-1.37)
rs3121310 G 60 (58.82) 332 (65.35) 1.55(1) 0.2127 1.00 (ref.)
A* 42 (41.18) 176 (34.65) 1.32(0.85-2.03)
GG 19 (37.25) 110 (43.31) 1.74 (2) 0.4139 1.00 (ref.)
GA 22 (43.14) 112 (44.09) 1.13 (0.58-2.21)
AA 10 (19.61) 32 (12.60) 1.80 (0.76-4.28)

*alelo polimérfico
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Para o gene FZD3, encontramos diferenca significativa na frequéncia genotipica
do rs10503830 (pcorrigido=0.046) quando comparamos o grupo de pacientes com

TAB tipo | com o tipo Il (Tabela 14).

Tabela 14. Frequéncias alélica e genotipica do gene FZD3

Frequéncia
SNP Gendétipo TAB Il TABI X3(df) Valor p (corrigido)  OR (95%Cl)
N (%) N (%)
FZD3
rs10503830 T 77 (81.91) 370(76.13) 1.55(1) 0.2118 1.00 (ref.)
G* 17 (18.09) 116 (23.87) 0.70 (0.40-1.23)
T 35 (74.47) 146 (60.08) 6.29 (2) 0.0429 (0.0469) 1.00 (ref.)
TG 7 (14.89) 78 (32.10) 0.37 (0.15-0.88)
GG 5 (10.64) 19 (7.81) 1.09 (0.38-3.14)
rs352203 T 60 (60.00) 317 (62.16) 0.16 (1) 0.6854 1.00 (ref.)
c* 40 (40.00) 193 (37.84) 1.09 (0.70-1.69)
T 20 (40.00) 100 (39.22) 0.98 (2) 0.6111 1.00 (ref.)
TC 20 (40.00) 117 (45.88) 0.85 (0.43-1.67)
cC 10 (20.00) 38 (14.90) 1.31(0.56-3.06)

*alelo polimérfico; (+) valor de p corrigido por 1000 permutagdes
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4.3.3. Tentativa de suicidio
Para o gene ACP1, ndao encontramos diferencas significativas na frequéncia
alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB com e

sem histérico de tentativa de suicidio (Tabela 15).

Tabela 15. Frequéncias alélica e genotipica do gene ACP1

Frequéncia
SNP Alelos Presenga Auséncia X?(df) Valor p OR (95%Cl)
Tent Suic Tent Suic
N (%) N (%)
ACP1
rs4447635 G* 75 (28.63) 76 (24.84) 1.03 (1) 0.3085 1.00 (ref.)
C 187 (71.37) 230 (75.16) 0.82 (0.56-1.96)
GG 13 (9.92) 8 (5.22) 2.27(2) 0.3208 1.00 (ref.)
GC 49 (37.40) 60 (39.22) 0.50(0.19-1.31)
cc 69 (52.67) 85 (55.56) 0.49 (0.19-1.27)
rs7419262 G 139 (53.05) 157 (50.97) 0.24 (1) 0.6204 1.00 (ref.)
c* 123 (46.95) 151 (49.03) 0.92 (0.66-1.28)
GG 44 (33.59) 46 (29.87) 0.50 (2) 0.7783 1.00 (ref.)
GC 51 (38.93) 65 (42.21) 0.82 (0.47-1.42)
CC 36 (27.48) 43 (27.92) 0.87 (0.47-1.60)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT2B, ndo encontramos diferengas significativas na frequéncia
alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB com e

sem histérico de tentativa de suicidio (Tabela 16).

Tabela 16. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT2B

Frequéncia
SNP Alelos Presenca Auséncia X3(df) Valor p OR (95%Cl)
Tent Suic Tent Suic
N (%) N (%)
WNT2B
rs3790606 G 191 (75.20) 209 (69.21) 2.46 (1) 0.1162 1.00 (ref.)
c* 63 (24.80) 93 (30.79) 0.74 (0.50-1.07)
GG 77 (60.63) 77 (50.99) 2.60(2) 0.2722 1.00 (ref.)
GC 37(29.13) 55 (36.42) 0.67 (0.39-1.13)
cc 13 (10.24) 19 (12.58) 0.68 (0.31-1.48)
rs351370 T* 164 (65.08) 173 (61.35) 0.79 (1) 0.3720 1.00 (ref.)
¢ 88 (34.92) 109 (38.65) 0.85 (0.59-1.21)
T 52 (41.27) 57 (40.43) 2.53(2) 0.2808 1.00 (ref.)
TC 60 (47.62) 59 (41.84) 1.11 (0.66-1.87)
cC 14 (11.11) 25(17.73) 0.61 (0.28-1.30)
rs351372 T 130 (49.24) 168 (55.26) 2.05 (1) 0.1517 1.00 (ref.)
A 134 (50.76) 136 (44.74) 1.27 (0.91-1.77)
T 31(23.48) 44 (28.95) 2.23(2) 0.3263 1.00 (ref.)
TA 68 (51.52) 80 (52.63) 1.20(0.68-2.11)
AA 33 (25.00) 28 (18.42) 1.67 (0.84-3.30)

E3

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT5A, ndao encontramos diferengas significativas na frequéncia

alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB com e

sem histérico de tentativa de suicidio (Tabela 17).

Tabela 17. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT5A

Frequéncia
SNP Alelos Presenca Auséncia X3(df) Valor p OR (95%Cl)
Tent Suic Tent Suic
N (%) N (%)
WNT5A
rs7622120 G 140 (53.44)  177(58.61)  1.52(1) 0.2167 1.00 (ref.)
A* 122 (46.56) 125 (41.39) 1.23(0.88-1.72)
GG 36 (27.48) 53 (35.10) 1.91(2) 0.3843 1.00 (ref.)
GA 68 (51.91) 71 (47.02) 1.41 (0.82-2.41)
AA 27 (20.61) 27 (17.88) 1.47 (0.74-2.90)
rs566926 A 47 (17.94) 65 (21.38)  1.05(1) 0.3042 1.00 (ref.)
c* 215 (82.06) 239 (78.62) 1.24 (0.81-1.89)
AA 6 (04.58) 11 (07.23) 1.09(2) 0.5783 1.00 (ref.)
AC 35(26.72) 43 (28.29) 1.49 (0.50-4.43)
CC 90 (68.70) 98 (64.47) 1.68 (0.59-4.74)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT3A, ndao encontramos diferengas significativas na frequéncia
alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB com e

sem histérico de tentativa de suicidio (Tabela 18).

Tabela 18. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT3A

Frequéncia
SNP Alelos Presenca Auséncia X?(df) Valor p OR (95%Cl)
Tent Suic Tent Suic
N (%) N (%)
WNT3A
rs708122 G 189 (76.83) 190 (70.90) 2.34 (1) 0.1260 1.00 (ref.)
T* 57 (23.17) 78 (29.10) 0.73 (0.49-1.09)
GG 73 (59.35) 71(52.99) 2.80(2) 0.2455 1.00 (ref.)
GT 43 (34.96) 48 (35.82) 0.87 (0.51-1.47)
T 7 (05.69) 15 (11.19) 0.45 (0.17-1.17)
rs3121309 G 197 (77.56) 222 (75.00) 0.49 (1) 0.4819 1.00 (ref.)
A* 57 (22.44) 74 (25.00) 0.86 (0.58-1.28)
GG 83 (65.35) 94 (63.51) 0.71 (2) 0.6999 1.00 (ref.)
GA 31(24.41) 34 (22.97) 1.03 (0.58-1.82)
AA 13 (10.24) 20 (13.51) 0.73 (0.34-1.57)
rs1745423 A* 92 (35.94) 93 (30.59) 1.79 (1) 0.1806 1.00 (ref.)
C 164 (64.06) 211 (69.41) 0.78 (0.55-1.11)
AA 24 (18.75) 14 (09.21) 5.94 (2) 0.0511 1.00 (ref.)
AC 44 (34.37) 65 (42.76) 0.39 (0.18-0.84)
cC 60 (46.88) 73 (48.03) 0.47 (0.22-1.00)
rs3121310 G 161 (62.40) 200 (65.79) 0.69 (1) 0.4041 1.00 (ref.)
A* 97 (37.60) 104 (34.21) 1.15 (0.81-1.63)
GG 50 (38.76) 68 (44.74) 1.04 (2) 0.5918 1.00 (ref.)
GA 61 (47.29) 64 (42.11) 1.29 (0.78-2.15)
AA 18 (13.95) 20 (13.16) 1.22 (0.58-2.55)

*alelo polimérfico
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Para o gene FZD3, encontramos diferenca significativa na frequéncia alélica do
rs10503830 (pcorrigido=0.044) quando comparamos o grupo de pacientes com

TAB com e sem histdrico de tentativa de suicidio (Tabela 19).

Tabela 19. Frequéncias alélica e genotipica do gene FZD3

Frequéncia
SNP Genotipo Presenca Auséncia X*(df) Valor p (+) OR (95%Cl)
Tent Suic Tent Suic
N (%) N (%)
FZD3
rs10503830 T 205 (81.35) 208 (73.24) 5.01 (1) 0.025 (0.044) 1.00 (ref.)
G* 47 (18.65) 76 (26.76) 0.62 (0.41-0.94)
T 88 (69.84) 80 (56.34) 5.25(2) 0.0721 1.00 (ref.)
TG 29 (23.02) 48 (33.80) 0.54 (0.31-0.95)
GG 9 (07.14) 14 (09.85) 0.58 (0.23-1.42)
rs352203 T 164 (62.12) 184 (61.33) 0.03 (1) 0.8476 1.00 (ref.)
c* 100 (37.88) 116 (38.67) 0.96 (0.68-1.35)
T 52 (39.39) 59 (39.33) 0.13 (2) 0.9349 1.00 (ref.)
TC 60 (45.45) 66 (44.00) 1.03 (0.61-1.72)
cC 20 (15.15) 25 (16.67) 0.90 (0.45-1.82)

*alelo polimérfico; (+) valor de p corrigido por 1000 permutagdes
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4.3.4. Tipo de tentativa de suicidio

Para o gene ACP1, encontramos diferengas significativas na frequéncia alélica
(Pcorrigido=0.003) e genotipica  (Pcorrigito=0.009) do rs7419262 quando
comparamos o grupo de pacientes com TAB com histérico de tentativa de

suicidio violenta com ndo violenta (Tabela 20).

Tabela 20. Frequéncias alélica e genotipica do gene ACP1

Frequéncia
SNP Alelos Violenta Nao violenta X?(df) Valor p (+) OR (95%Cl)
N (%) N (%)
ACP1
rs4447635 G* 36 (33.96) 41 (25.95) 1.95 (1) 0.1619 1.00 (ref.)
C 70 (66.04) 117 (74.05) 0.68 (0.39-1.16)
GG 8 (15.09) 5 (6.32) 2.75(2) 0.2519 1.00 (ref.)
GC 20 (37.74) 31(39.24) 0.40 (0.11-1.40)
cC 25 (47.17) 43 (54.43) 0.36 (0.10-1.23)
rs7419262 G 69 (65.09) 71 (44.94) 10.46 (1) 0.001 (0.003) 1.00 (ref.)
c* 37 (34.91) 87 (55.06) 0.43 (0.26-0.72)
GG 26 (49.06) 18 (22.78) 10.03 (2) 0.006 (0.009) 1.00 (ref.)
GC 17 (32.08) 35 (44.30) 0.33(0.14-0.77)
CC 10 (18.87) 26 (32.91) 0.26 (0.10-0.68)

*alelo polimérfico; (+) valor de p corrigido por 1000 permutacGes
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Para o gene WNT2B, ndo encontramos diferengas significativas na frequéncia
alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB com

histérico de tentativa de suicidio violenta com ndo violenta (Tabela 21).

Tabela 21. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT2B

Frequéncia
SNP Alelos Violenta N3ao violenta X?(df) Valor p OR (95%Cl)
N (%) N (%)
WNT2B
rs3790606 G 74 (75.51) 118 (74.68) 0.02 (1) 0.8818 1.00 (ref.)
c* 24 (24.49) 40 (25.32) 0.95 (0.53-1.71)
GG 30(61.22) 47 (59.49) 0.04 (2) 0.9759 1.00 (ref.)
GC 14 (28.57) 24 (30.38) 0.91 (0.40-2.03)
cC 5 (10.20) 8 (10.13) 0.97 (0.29-3.27)
rs351370 T* 70 (68.63) 96 (63.16) 0.81 (1) 0.3677 1.00 (ref.)
¢ 32(31.37) 56 (36.84) 0.78 (0.46-1.33)
T 24 (47.06) 29 (38.16) 0.99 (2) 0.6075 1.00 (ref.)
TC 22 (43.14) 38 (50.00) 0.69 (0.32-1.48)
cC 5 (09.80) 9 (11.84) 0.67 (0.19-2.27)
rs351372 T 47 (44.34) 84 (52.50) 1.70 (1) 0.1925 1.00 (ref.)
A 59 (55.66) 76 (47.50) 1.38 (0.84-2.27)
T 9 (16.98) 23 (28.75) 2.50(2) 0.2862 1.00 (ref.)
TA 29 (54.72) 38 (47.50) 1.95 (0.78-4.84)
AA 15 (28.30) 19 (23.75) 2.01(0.72-5.62)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT5A, ndao encontramos diferengas significativas na frequéncia
alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB com

histérico de tentativa de suicidio violenta com ndo violenta (Tabela 22).

Tabela 22. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT5A

Frequéncia
SNP Alelos Violenta N3o violenta X3(df) Valor de p OR (95%Cl)
N (%) N (%)
WNT5A
rs7622120 G 57 (53.77) 84 (53.16) 0.009 (1) 0.9225 1.00 (ref.)
A* 49 (46.23) 74 (46.84) 0.97 (0.59-1.59)
GG 14 (26.42) 22 (27.85) 0.23 (2) 0.8892 1.00 (ref.)
GA 29 (54.72) 40 (50.63) 1.13 (0.50-2.59)
AA 10 (18.87) 17 (21.52) 0.92 (0.33-2.58)
rs566926 A 18 (16.98) 31 (19.62) 0.29 (1) 0.5872 1.00 (ref.)
c* 88 (83.02) 127 (80.38) 1.19 (0.62-2.26)
AA 3 (05.66) 3 (03.79) 1.41(2) 0.4922 1.00 (ref.)
AC 12 (22.64) 25 (31.65) 0.48 (0.08-2.74)
cc 38 (71.70) 51 (64.56) 0.74 (0.14-3.89)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT3A, ndao encontramos diferengas significativas na frequéncia
alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB com

historico de tentativa de suicidio violenta com ndo violenta (Tabela 23).

Tabela 23. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT3A

Frequéncia
SNP Alelos Violenta N3ao violenta X?(df) Valor p OR (95%Cl)
N (%) N (%)
WNT3A
rs708122 G 74 (75.51) 116 (77.33) 0.10 (1) 0.7406  1.00 (ref.)
T* 24 (24.49) 34 (22.67) 1.10 (0.60-2.01)
GG 29 (59.18) 44 (58.67) 1.06 (2) 0.5857  1.00 (ref.)
GT 16 (32.65) 28 (37.33) 0.86 (0.40-1.87)
T 4 (08.16) 3 (04.00) 2.02 (0.42-9.71)
rs3121309 G 76 (74.51) 122 (79.22) 0.77 (1) 0.3800 1.00 (ref.)
A* 26 (25.49) 32 (20.78) 1.30(0.72-2.35)
GG 33 (64.71) 50 (64.94) 3.49 (2) 0.1738 1.00 (ref.)
GA 10 (19.61) 22 (28.57) 0.68 (0.28-1.63)
AA 8 (15.69) 5 (06.49) 2.42 (0.72-8.05)
rs1745423 A* 39 (38.24) 56 (35.90) 0.14 (1) 0.7036 1.00 (ref.)
C 63 (61.76) 100 (64.10) 0.90 (0.53-1.51)
AA 9 (17.65) 16 (20.51) 1.46 (2) 0.4814 1.00 (ref.)
AC 21 (41.18) 24 (30.77) 1.55 (0.56-4.24)
cC 21(41.18) 38 (48.72) 0.98 (0.37-2.60)
rs3121310 G 64 (62.75) 97 (61.39) 0.04 (1) 0.8263 1.00 (ref.)
A* 38 (37.25) 61 (38.61) 0.94 (0.56-1.57)
GG 18 (35.29) 32 (40.51) 2.74 (2) 0.2536 1.00 (ref.)
GA 28 (54.90) 33 (41.77) 1.50 (0.70-3.24)
AA 5 (09.80) 14 (17.72) 0.63 (0.19-2.05)

*alelo polimérfico
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Para o gene FZD3, ndo encontramos diferencas significativas na frequéncia
alélica e genotipica quando comparamos o grupo de pacientes com TAB com

histérico de tentativa de suicidio violenta com ndo violenta (Tabela 24).

Tabela 24. Frequéncias alélica e genotipica do gene FZD3

Frequéncia
SNP Genétipo Violenta N3o violenta X?(df) Valor de p OR (95%ClI)
N (%) N (%)
FzD3
rs10503830 T 86 (84.31) 119 (78.29) 1.45 (1) 0.2284 1.00 (ref.)
G* 16 (15.69) 33 (21.71) 0.67 (0.34-1.29)
T 38 (74.51) 49 (64.47) 1.44 (2) 0.4843 1.00 (ref.)
TG 10 (19.61) 21(27.63) 0.61 (0.25-1.45)
GG 3 (05.88) 6 (07.89) 0.64 (0.15-2.74)
rs352203 T 71 (66.98) 95 (59.38) 1.58 (1) 0.2083 1.00 (ref.)
c* 35 (33.02) 65 (40.62) 0.72 (0.43-1.20)
T 25 (47.17) 28 (35.00) 1.96 (2) 0.3748 1.00 (ref.)
TC 21 (39.62) 39 (48.75) 0.60 (0.28-1.28)
cc 7 (13.21) 13 (16.25) 0.60 (0.20-1.75)

E3

*alelo polimérfico
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Para o gene ACP1, ndao encontramos diferencas significativas na frequéncia

alélica e genotipica quando comparamos pacientes com TAB com e sem

comorbidade de transtorno do panico (Tabela 25).

Tabela 25. Frequéncias alélica e genotipica do gene ACP1

Frequéncia
SNP Alelos Presenca Auséncia X3(df) Valor p OR (95%Cl)
™ TP
N (%) N (%)
ACP1
rs4447635 G* 29 (26.85) 121 (26.89) 6.7 (1) 0.9937 1.00 (ref.)
c 79 (73.15) 329 (73.11) 1.00 (0.62-1.60)
GG 5 (9.25) 16 (7.11) 0.512(2) 0.7738 1.00 (ref.)
GC 19 (35.19) 89 (39.56) 0.68 (0.22-2.09)
cc 30 (55.56) 120 (53.33) 0.80 (0.27-2.35)
rs7419262 G 56 (51.85) 234 (51.77)  0.0002 (1) 0.9877 1.00 (ref.)
c* 52 (48.15) 218 (48.23) 0.99 (0.65-1.51)
GG 19 (35.19) 68(30.09)  1.84(2) 0.3980 1.00 (ref.)
GC 18 (33.33) 98 (43.36) 0.65 (0.32-1.34)
cc 17 (31.48) 60 (26.55) 1.01 (0.48-2.12)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT2B, ndo encontramos diferengas significativas na frequéncia

alélica e genotipica quando comparamos pacientes com TAB com e sem

comorbidade de transtorno do panico (Tabela 26).

Tabela 26. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT2B

Frequéncia
SNP Alelos Presenca Auséncia X?(df) Valorp  OR (95%Cl)
TP TP
N (%) N (%)
WNT2B
rs3790606 G 70 (67.31) 322(72.85) 1.24(1) 0.2637 1.00 (ref.)
c* 34 (32.69) 120 (27.15) 1.30 (0.82-2.06)
GG 23 (44.23) 128 (57.92) 4.86(2) 0.0877 1.00 (ref.)
GC 24 (46.15) 66 (29.86) 2.02 (1.06-3.85)
cC 5 (9.61) 27 (12.22) 1.03 (0.35-2.95)
rs351370 T* 54 (56.25) 275 (64.25)  2.11(1) 0.1457  1.00 (ref.)
¢ 42 (43.75) 153 (35.75) 1.39(0.89-2.19)
T 14 (29.17) 92 (42.99) 3.26 (2) 0.1957 1.00 (ref.)
TC 26 (54.17) 91 (42.52) 1.87(0.92-3.82)
cC 8 (16.67) 31 (14.49) 1.69 (0.64-4.42)
rs351372 T* 56 (51.85) 239(53.11) 0.05(1) 0.8139 1.00 (ref.)
A 52 (48.15) 211 (46.89) 1.05 (0.69-1.60)
T 11 (20.37) 65 (28.89) 3.72(2) 0.1555 1.00 (ref.)
TA 34 (62.96) 109 (48.44) 1.84 (0.87-3.88)
AA 9 (16.67) 51 (22.67) 1.04 (0.40-2.70)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT5A, ndao encontramos diferengas significativas na frequéncia
alélica e genotipica quando comparamos pacientes com TAB com e sem

comorbidade de transtorno do panico (Tabela 27).

Tabela 27. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT5A

Frequéncia
SNP Alelos Presenca Auséncia X?(df) Valordep  OR (95%Cl)
TP TP
N (%) N (%)
WNT5A
rs7622120 G 59 (55.66) 252(56.25)  0.01(1) 0.9124 1.00 (ref.)
A* 47 (44.34) 196 (43.75) 1.02 (0.66-1.56)
GG 13 (24.53) 74 (33.04)  4.41(2) 0.1100 1.00 (ref.)
GA 33 (62.26) 104 (46.43) 1.80 (0.89-3.66)
AA 7 (13.21) 46 (20.54) 0.86 (0.32-2.33)
rs566926 A 16 (14.81) 97 (21.65) 2.66 (1) 0.1026 1.00 (ref.)
c* 92 (85.19) 351 (78.35) 1.58 (0.89-2.82)
AA 1 (01.85) 16 (03.37)  3.18(2) 0.2031 1.00 (ref.)
AC 14 (25.93) 65 (28.69) 3.44(0.42-28.18)
cc 39 (72.22) 143 (67.93) 4.36 (0.56-33.93)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT3A, encontramos diferengas significativas na frequéncia alélica
(Pcorrigido=0.0183) quando comparamos pacientes com TAB com e sem
comorbidade de transtorno do panico (Tabela 28). O alelo polimoérfico esta

mais frequente no grupo sem comorbidade de transtorno do panico.

Tabela 28. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT3A

Frequéncia
SNP Alelos Presenca Auséncia X*(df) Valor p (+) OR (95%Cl)
TP TP
N (%) N (%)
WNT3A
rs708122 G 81 (82.65) 290 (71.43) 5.48(1)  0.0191(0.0189)  1.00 (ref.)
T* 17 (17.35) 116 (28.57) 0.52 (0.29-0.92)
GG 34 (69.39) 107 (52.71) 5.07 (2) 0.0789 1.00 (ref.)
GT 13 (26.53) 76 (37.44) 0.53 (0.26-1.08)
T 2 (4.08) 20 (9.85) 0.31(0.06-1.41)
rs3121309 G 79 (77.45) 331 (75.57) 0.16 (1) 0.6874 1.00 (ref.)
A* 23 (22.55) 107 (24.43) 0.90 (0.53-1.50)
GG 34 (66.67) 139 (63.47) 0.20 (2) 0.9048 1.00 (ref.)
GA 11 (21.57) 53 (24.20) 0.84 (0.40-1.79)
AA 6 (11.76) 27 (12.33) 0.90 (0.34-2.37)
rs1745423 A* 36 (33.96) 148 (33.18) 0.02 (1) 0.8786 1.00 (ref.)
c 70 (66.04) 298 (66.82) 0.96 (0.61-1.51)
AA 7 (13.21) 32 (14.35) 0.26 (2) 0.8745 1.00 (ref.)
AC 22 (41.51) 84 (37.67) 1.19 (0.46-3.07)
cc 24 (45.28) 107 (47.98) 1.02 (0.40-2.59)
rs3121310 G 65 (61.32) 289 (64.80) 0.44 (1) 0.5039 1.00 (ref.)
A* 41 (38.68) 157 (35.20) 1.16 (0.75-1.79)
GG 21(39.62) 96 (43.05) 0.48 (2) 0.7864 1.00 (ref.)
GA 23 (43.40) 97 (43.50) 1.08 (0.56-2.08)
AA 9 (16.98) 30 (13.45) 1.37 (0.56-3.31)

*alelo polimérfico
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Para o gene FZD3, encontramos diferenga significativa na frequéncia genotipica
do rs10503830 (pcorrigidto=0.003) quando comparamos pacientes com TAB com e

sem comorbidade de transtorno do panico (Tabela 29).

Tabela 29. Frequéncias alélica e genotipica do gene FZD3

Frequéncia
SNP Gendétipo Presenca Auséncia X?(df) Valor p (+) OR (95%Cl)
TP TP
N (%) N (%)
FZD3
rs10503830 T 85 (83.33) 322 (75.59) 2.95(1) 0.0854 1.00 (ref.)
G* 17 (16.67) 104 (24.41) 0.61 (0.35-1.09)
T 40 (78.43) 126 (59.15) 12.67 (2) 0.0017 (0.0039)  1.00 (ref.)
TG 5 (9.80) 70 (32.86) 0.22 (0.08-0.59)
GG 6 (11.76) 17 (7.98) 1.11 (0.41-3.01)
rs352203 T 62 (58.49) 281 (62.72) 0.64 (1) 0.4215 1.00 (ref.)
c* 44 (41.51) 167 (37.28) 1.19 (0.77-1.83)
T 20(37.74) 90 (40.18) 1.10(2) 0.5757 1.00 (ref.)
TC 22 (41.51) 101 (45.09) 0.98 (0.50-1.91)
cc 11 (20.75) 33 (14.73) 1.50 (0.64-3.46)

*alelo polimérfico
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4.3.6. Comorbidade TAG
Para o gene ACP1, ndao encontramos diferencas significativas na frequéncia
alélica e genotipica quando comparamos pacientes com TAB com e sem

comorbidade de transtorno de ansiedade generalizada (Tabela 30).

Tabela 30. Frequéncias alélica e genotipica do gene ACP1

Frequéncia
SNP Alelos Presenca Auséncia X*(df) Valor p OR (95%Cl)
TAG TAG
N (%) N (%)
ACP1
rs4447635 G* 50 (27.78) 102 (26.56)  0.09 (1) 0.7621 1.00 (ref.)
C 130(72.22) 282 (73.44) 0.94 (0.63-1.39)
GG 7 (7.77) 15 (7.81)  0.16(2) 0.9190 1.00 (ref.)
GC 36 (40.00) 72 (37.50) 1.07 (0.40-2.86)
cC 47 (52.22) 105 (54.69) 0.95 (0.36-2.50)
rs7419262 G 92(51.11)  201(52.07)  0.04(1) 0.8312 1.00 (ref.)
Cc* 88 (48.89) 185 (47.93) 1.03 (0.72-1.48)
GG 29 (32.22) 59 (30.57) 0.74 (2) 0.6885 1.00 (ref.)
GC 34 (37.78) 83 (43.01) 0.83 (0.45-1.51)
CcC 27 (30.00) 51(26.42) 1.07 (0.56-2.05)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT2B, encontramos diferengas significativas na frequéncia alélica
dos rs3790606 (Pcorrigido=0.036) e rs351372  (pcorrigito=0.042) quando
comparamos pacientes com TAB com e sem comorbidade de transtorno de

ansiedade generalizada (Tabela 31).

Tabela 31. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT2B

Frequéncia
SNP Alelos Presenca Auséncia X?(df) Valor p (corrigido)  OR (95%Cl)
TAG TAG
N (%) N (%)
WNT2B
rs3790606 G 115(65.34)  282(75.00)  5.42 (1) 0.019 (0.036) 1.00 (ref.)
c* 61 (34.66) 94 (25.00) 1.59 (1.07-2.34)
GG 41 (46.59) 112 (59.57)  4.63(2) 0.0985 1.00 (ref.)
GC 33(37.50) 58 (30.85) 1.55 (0.89-2.71)
CcC 14 (15.91) 18 (9.57) 2.12 (0.96-4.65)
rs351370 T* 101(59.41)  233(64.72) 1.38(1) 0.2386 1.00 (ref.)
C 69 (40.59) 127 (35.28) 1.25(0.86-1.82)
T 32 (37.65) 76 (42.22)  1.70(2) 0.4264 1.00 (ref.)
TC 37 (43.53) 81 (45.00) 1.08 (0.61-1.91)
CcC 16 (18.82) 23 (12.78) 1.65 (0.77-3.53)
rs351372 T 84 (46.67) 214 (55.73) 4.03 (1) 0.044 (0.042) 1.00 (ref.)
A 96 (53.33) 170 (44.27) 1.43 (1.00-2.05)
T 16 (17.78) 60(31.25)  5.96(2) 0.0507 1.00 (ref.)
TA 52 (57.78) 94 (48.96) 2.07 (1.08-3.96)
AA 22 (24.44) 38 (19.79) 2.17 (1.01-4.64)

*alelo polimérfico
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Para o gene WNT5A, ndo encontramos diferengas significativas na frequéncia

alélica e genotipica quando comparamos pacientes com TAB com e sem

comorbidade de transtorno de ansiedade generalizada (Tabela 32).

Tabela 32. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT5A

Frequéncia
SNP Alelos Presenca Auséncia X?(df) Valor p OR (95%Cl)
TAG TAG
N (%) N (%)
WNT5A
rs7622120 G 93 (52.25) 220 (57.59) 1.40(1) 0.2361 1.00 (ref.)
A* 85 (47.75) 162 (42.41) 1.24 (0.86-1.77)
GG 22 (24.72) 65 (34.03) 2.58(2) 0.2750 1.00 (ref.)
GA 49 (55.06) 90 (47.12) 1.60 (0.88-2.91)
AA 18 (20.22) 36 (18.85) 1.47 (0.70-3.10)
rs566926 A* 35 (19.44) 79 (20.68) 0.11 (1) 0.7331 1.00 (ref.)
C 145 (80.56) 303 (79.32) 1.08 (0.69-1.68)
AA 3 (3.33) 14 (7.33) 2.46 (2) 0.2922 1.00 (ref.)
AC 29 (32.22) 51 (26.70) 2.65 (0.70-10.00)
cc 58 (64.44) 126 (65.97) 2.14 (0.59-7.76)

*alelo polimorfico
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Para o gene WNT3A, ndao encontramos diferengas significativas na frequéncia
alélica e genotipica quando comparamos pacientes com TAB com e sem

comorbidade de transtorno de ansiedade generalizada (Tabela 33).

Tabela 33. Frequéncias alélica e genotipica do gene WNT3A

Frequéncia
SNP Alelos Presenca Auséncia X?(df) Valor p OR (95%Cl)
TAG TAG
N (%) N (%)
WNT3A
rs708122 G 119 (72.56) 256 (73.99) 0.11 (1) 0.7333 1.0 (ref.)
T* 45 (27.44) 90 (26.01) 1.07 (0.70-1.63)
GG 45 (54.88) 97 (56.07) 0.19 (2) 0.9082  1.00 (ref.)
GT 29 (35.37) 62 (35.84) 1.00 (0.57-1.77)
T 8 (9.75) 14 (8.09) 1.23(0.48-3.14)
rs3121309 G 140 (79.55) 276 (74.59) 1.64 (1) 0.2000  1.00 (ref.)
A* 36 (20.45) 94 (25.41) 0.75(0.48-1.16)
GG 61 (69.32) 115 (62.16) 1.35(2) 0.5071  1.00 (ref.)
GA 18 (20.45) 46 (24.86) 0.73 (0.39-1.38)
AA 9 (10.23) 24 (12.97) 0.70(0.30-1.61)
rs1745423 A* 60 (33.71)  126(33.16) 0.01 (1) 0.8978  1.00 (ref.)
c 118 (66.29) 254 (66.84) 0.97 (0.66-1.42)
AA 15 (16.85) 24 (12.63) 1.73 (2) 0.4192  1.00 (ref.)
AC 30(33.71) 78 (41.05) 0.61(0.28-1.33)
cc 44 (49.44) 88 (46.32) 0.80 (0.38-1.67)
rs3121310 G 118 (66.29) 239 (62.89) 0.61 (1) 0.4346 1.00 (ref.)
A* 60 (33.71) 141 (37.11) 0.86 (0.59-1.25)
GG 40 (44.94) 77 (40.53) 0.58 (2) 0.7457 1.00 (ref.)
GA 38 (42.70) 85 (44.74) 0.86 (0.50-1.47)
AA 11 (12.36) 28 (14.74) 0.75 (0.34-1.67)

*alelo polimérfico
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Para o gene FZD3, ndo encontramos diferengas significativas na frequéncia
alélica e genotipica quando comparamos pacientes com TAB com e sem

comorbidade de transtorno de ansiedade generalizada (Tabela 34).

Tabela 34. Frequéncias alélica e genotipica do gene FZD3

Frequéncia
SNP Genétipo Presenca Auséncia X*(df) Valor p OR (95%ClI)
TAG TAG
N (%) N (%)
FZD3
rs10503830 T 134 (77.01) 277 (76.94) 0.0002 (1) 0.9862 1.00 (ref.)
G* 40 (22.99) 83 (23.06) 0.99 (0.64-1.53)
T 58 (66.67) 109 (60.56) 5.78 (2) 0.0553 1.00 (ref.)
TG 18 (20.69) 59 (32.78) 0.57 (0.30-1.06)
GG 11 (12.64) 12 (6.66) 1.72 (0.71-4.14)
rs352203 T 111 (62.36) 235 (61.52) 0.03 (1) 0.8486 1.00 (ref.)
c* 67 (37.64) 147 (38.48) 0.96 (0.66-1.39)
T 39 (43.82) 72 (37.70) 2.86(2) 0.2383 1.00 (ref.)
TC 33 (37.08) 91 (47.64) 0.66 (0.38-1.16)
cc 17 (19.10) 28 (14.66) 1.12 (0.54-2.29)

*alelo polimérfico
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4.4. Analise de interacdo gene-gene

No intuito de avaliar se existe interacdao entre os polimorfismos dos genes
estudados na susceptibilidade para o transtorno afetivo bipolar, foi feita uma
analise de interacdo gene-gene com o auxilio do programa estatistico MDR
(Figura 4). Se a interacdo entre os tagSNPs promover um ganho de informacao,
isto € aumenta-se o poder de predicio do TAB, admite-se que ocorreu
sinergismo (representado no dendograma pelas cores vermelha e laranja). Por
sua vez, quando a combinacdo dos polimorfismos provocar uma perda de
informacdo, ou seja, diminui o poder de predicdo da doenca, sugere-se uma

correlacdo ou redundancia (coloragdo azulada no dendograma).

Figura 4 - Dendograma da interacdo gene-gene TAB comparado com controles. As cores da

legenda compreendem um espectro representando a transicdo de sinergismo para
redundancia. As cores vermelha e laranja representam sinergismo e, verde e azul, redundancia.

Em amarelo admite-se que os tagSNPs possuem efeitos independentes.

rs3121310

rs351370

rs352203

rs4447635

Sinergismo - - - Redundancia

Através desta andlise, podemos identificar um modelo de intera¢do que prediz
a susceptibilidade para o TAB. O rs3121310 (WNT3A) e o rs351370 (WNT2B)
demonstraram um espectro de sinergismo, assim como o rs352203 (FZD3) e

rs4447635 (ACP1). Este resultado sugere que a combinacdo desses dois
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conjuntos de tagSNPs promovem um ganho de informagdo genética, isto é

aumenta-se o poder de predi¢cao do TAB.

O melhor modelo gerado pelo MDR é composto pelo rs3121310 (WNT3A) e o
rs351370 (WNT2B), com acuracia de 52.23% e consisténcia de 9/10. Isto
significa que este modelo é capaz de predizer o TAB de um individuo em
52.23% dos casos. Contudo, apds as 1000 permutacdes, o valor de p ndo se

sustentou.
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Nosso estudo envolveu 546 individuos, sendo 306 pacientes com TAB e 240
individuos controle. Os pacientes com TAB foram divididos em 4 subgrupos:
presenca e auséncia de tentativa de suicidio (N=132 e 154, respectivamente),
tentativa de suicidio violenta e ndo violenta (N=53 e 80, respectivamente),
presenca e auséncia de comorbidade de transtorno do panico (N=54 e 227,
respectivamente) e presenca e auséncia de comorbidade de transtorno de
ansiedade generalizada (N=90 e 194). Nosso objetivo foi verificar possiveis
associacOes de susceptibilidade entre polimorfismos de genes da via Wnt e o
transtorno afetivo bipolar, no grupo caso-controle e em subgrupos de

pacientes com TAB.

Na andlise de EHW encontramos os seguintes tagSNPs em EHW: gene ACP1,
rs4447635; gene WNT2B, rs351370 e rs351372; WNT5A, rs7622120; WNT3A,
rs3121310 e FZD3, rs352203.

Em outro grupo de tagSNPs encontramos EHW apenas no grupo controle, sdo
eles: ACP1, rs7419262; WNT2B, rs3790606; WNT5A, rs566926 e WNT3A,
rs1745423. Uma vez que o desvio ocorreu apenas no grupo de pacientes e nao
no grupo controle atribuimos este desvio a um possivel papel dos genes na
predisposicdo a doenca (HOLLENBACH et al.,, 2009; WITTKE-THOMPSON;
PLUZHNIKOV; COX, 2005).

Entretanto, com relagao aos tagSNPs dos genes WNT3A, rs3121309 e FZD3,
rs10503830 que apresentaram desvio no EHW tanto nos casos quanto nos
controles, acreditamos que este esteja relacionado a alguma caracteristica
especifica da populacao estudada, pois as genotipagens foram reavaliadas e
algumas refeitas e ndo houve discrepancia nos resultados. Recentemente,
foram descobertas regides do genoma humano que contém desvios do EHW,
apresentando aumento de heterozigose ou homozigose (Vine & Curtis, 2009), o
gue pode ser um motivo para os desvios em nossa amostra. Os desvios existem

mas 0s mecanismos ainda ndo sdo claros.
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Existem outros motivos que levam a desvios no EHW, sdo eles: estratificacdo da
populacdo, viés de selecdo da amostra ou erros de genotipagem (ZINTZARAS;
LAU, 2008; ZINTZARAS, 2010). A estratificagdo populacional inclui diferengas
entre grupos de origens étnicas distintas ou diferencas entre grupos de origem
étnica similar, mas com limitada mistura racial (WITTKE-THOMPSON;
PLUZHNIKOV; COX, 2005). Neste caso, desvios no EHW ocorrem quando
individuos sdo selecionados de duas populacdes geneticamente diferentes e
em proporcoes distintas entre casos e controles (ZINTZARAS; LAU, 2008). Neste
estudo, todos os individuos foram selecionados em Belo Horizonte, e se
autodeclararam caucasianos, porém nao foi realizada analise de ancestralidade
dos individuos e sabemos que a populacdo brasileira apresenta elevado grau de

miscigenacdo (FAUSTO, 1999).

Com relacdo a viés de selecdo da amostra ressaltamos que a selecdo da
amostra foi realizada com extremo rigor, por profissionais extremamente
capacitados e treinados, com aplicacdo de questiondrios com acuracia pré-
estabelecida para os diagndsticos, o que descarta ou reduz erro de selecao

amostral.

Realizamos um controle de qualidade da nossa genotipagem refazendo 10%
das genotipagens, de forma aleatdria, e n3ao encontramos diferengas nos
resultados. Para os tagSNPs que estdo fora de EHW, foi feita novamente a
genotipagem de 20% das amostras e também ndo encontramos discrepancias,

o que exclui do nosso estudo erros de genotipagem.

Finalizando, encontramos desvio no EHW apenas no grupo controle do
rs708122, do gene WNT3A. Nao iremos descartar essa associacdo positiva
devido ao desvio de EHW, pois desvios de EHW em controles sé sao
descartados ao nivel de significancia a=10" ou 10™ (BALDING, 2006), 0 que n3o

€ nosso caso. Porém, ficamos cientes de que esse resultado de associacdo deve
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ser observado e analisado com cautela, porém, ndo ha necessidade de invalidar

o resultado por este motivo.

Com relacdo ao gene WNT7A, foi necessaria a sua exclusdo do estudo, pois
para todos os 5 tagSNPs estudados, houve desvio muito significativo no EHW,
tanto no grupo de casos quanto no controle. Como ainda nao tem estudos que
mostrem se esse gene é um gene fora de EHW ou ndo, achamos mais

adequado exclui-lo.

A frequéncia do menor alelo observada neste estudo foi similar a frequéncia
encontrada na populacdo caucasiana europeia listada no HapMap e NCBI
(tabela 4), com excec¢do dos rs4447635, rs7419262, rs7622120 e rs566926. Esta
diferenca pode ser atribuida ao perfil étnico da amostra estudada, pois os
individuos foram classificados como caucasianos apenas por caracteristicas
fenotipicas, e sabendo-se que no Brasil o grau de miscigenacao é elevado, as
caracteristicas genotipicas podem ndo condizer com a heranca genética do
individuo (PENA et al., 2011). Sabe-se que loci com pequena MAF (< 10 %)
apresentam baixo poder de detec¢do de gendtipos de risco quando comparado
a loci com MAF > 40% (ARDLIE; LUNETTA; SEIELSTAD, 2002). Nenhum dos

nossos resultados apresentou MAF < 10 % (tabela 4).

Na analise do MDR, excluimos da andlise todos os tagSNPs que estavam fora de
EHW. O melhor modelo gerado foi composto pelos rs3121310 (WNT3A) e o
rs351370 (WNT2B), o que permite concluir que este modelo é capaz de
determinar corretamente a ocorréncia do TAB em até 52,23% dos casos.
Contudo, este dado ndo se sustentou apds o teste das mil permutacdes. Desta
forma, ndo se pode afirmar que os genes selecionados apresentam relacdo de
epistasia entre si, embora nao seja indicado excluir totalmente uma possivel
interacdo entre os genes, visto que, apenas alguns polimorfismos foram

estudados.
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Nas analises de associacdo entre caso e controle, ndo encontramos correlacao
entre os tagSNPs estudados e o TAB. O estudo de Zandi et al. (2008), que
avaliou varios genes iguais ao nosso, também ndo encontrou diferengas

significativas entre os grupos.

Encontramos 3 resultados positivos para o gene FZD3, rs 10503830, porém este
tagSNP encontra-se fora de EHW, tanto no grupo caso quanto no controle,

sendo necessario exclui-lo da discussao.

No gene ACP1, rs7419262, encontramos diferengas alélica e genotipica
significativas entre o grupo de pacientes com tentativa de suicidio violenta e
ndo violenta. O alelo polimérfico C estd mais frequente no grupo de pacientes
com tentativa de suicidio ndo violenta (pcorrigido=0.003). Os pacientes com
gendtipo CC apresentam mais chances de tentativa de suicidio ndo violenta
(Pcorrigido=0.009). Até o presente momento ndo existem estudos que associem o
gene ACP1 com tipo de tentativa de suicidio. Um Unico estudo associou ACP1
com tentativa de suicidio em pacientes bipolares e encontrou niveis de ACP1
significativamente aumentados em cérebros de pacientes que cometeram
suicidio (WILLOUR et al., 2012). O gene ACP1 regula os niveis de B-catenina,
sendo assim, quantidades aumentadas de ACP1 resultam em diminuicdo de B-
catenina no citoplasma (TADDEI et al.,, 2002), que é o efeito oposto da
administracdo do litio, o que torna o ACP1 um gene candidato na participacdo

no comportamento suicida.

Ndo encontramos nenhuma outra associacdo do gene ACP1 com suicidio, e
algumas limitagdes podem explicar esse fato. Avaliamos apenas tagSNPs, sendo
necessario avaliar outras formas de alteracbes no gene, como “copy number
variants”. Considerando que nosso estudo é uma coorte transversal,
precisamos considerar que é possivel que alguns individuos, que foram

classificados como ndo apresentando comportamento suicida no momento do
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estudo, possam vir a apresentar comportamento suicida futuramente (ANGST

et al., 2005).

Para o gene WNT3A, encontramos diferencas significativas na frequéncia alélica
do rs708122. O alelo polimodrfico T esta mais frequente nos individuos sem
transtorno do panico. N&o existem estudos que avaliam a associacdo de

polimorfismos no gene WNT3A e individuos com TAB e comorbidade panico.

O gene WNT2B apresenta dois tagSNPs com diferencas alélicas significativas, o
rs3790606 e rs351372, no grupo de individuos com e sem comorbidade de
TAG. O alelo polimérfico C, do rs3706606 estd mais presente nos individuos
com TAG, com OR de 1.59, ou seja, 1.59 vezes mais chance de desenvolver
TAG. O alelo polimérfico T, do rs351372 esta mais frequente nos individuos
sem TAG. O estudo de Zandi et al. (2008) suporta nosso achado, pois também
encontrou associacao do rs3790606 com o TAB, em um subgrupo de individuos

com TAB com pobre funcionalidade.

Todos os nossos achados necessitam de replicagdo, pois este é o primeiro
estudo a avaliar polimorfismos em alguns genes da via Wnt e a susceptibilidade

ao TAB e comorbidades nesses individuos.

Uma importante limitacdo do nosso estudo é o tamanho amostral dos
subgrupos de pacientes com TAB. A subdivisdo reduz o N amostral, fazendo
com que o poder da analise diminua. Estudos maiores sdo necessarios para

confirmar nossos achados.
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6. Conclusao
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A partir dos resultados deste estudo podemos concluir que desregulacdo na via
de sinalizacdo Wnt pode estar envolvida na susceptibilidade ao TAB e suicidio.
Apesar das limitagdes do estudo, como estratificagdo da populagao, tamanho
amostral reduzido nos subgrupos e ndo avaliagdo de fatores ambientais, nossos
resultados condizem com outros achados que associam a via Wnt a transtornos
de humor e suicidio. Nossos achados precisam ser confirmados por replicacdao
em outras populagdes e com tamanho amostral maior, aumentando assim o

poder do estudo.
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