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RESUMO

Introducio: Inimeros estudos t€ém associado alteragdes no sistema serotoninérgico com
doengas psiquiatricas como a depressdo e os atos suicidas. O gene transportador da
serotonina possui um papel central na regulagao da funcao sinaptica serotoninérgica e esse
gene possui um polimorfismo na regido promotora que se constitui em um gene candidato
para estudos de associacdo do comportamento suicida. O objetivo deste trabalho foi verificar
a associacgdo entre a freqiiéncia dos alelos “1” e “s” do polimorfismo 5S-HTTLPR em pacientes
com depressdo maior segundo o DSM-IV que tentaram o suicidio ¢ um grupo controle.
Avaliamos também se ha uma relagdo entre este polimorfismo e o comportamento suicida.
Métodos: A amostra foi composta de 84 pacientes deprimidos que tentaram suicidio e 152
controles doadores voluntarios do Banco de Sangue. A regido promotora do gene 5-HTT
contendo o polimorfismo 5S-HTTLPR foi amplificada através do método da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR). A avaliagdo diagnostica destes pacientes foi feita através de entrevista
psiquiatrica clinica e por entrevista diagnostica padronizada breve Mini International
Neuropsychiatric Interview (MINI) para adultos e uso da escala Suicide Intent Scale (SIS).
Resultados: Nao houve diferengas significativas na freqiiéncia dos alelos e do genotipo nos
sujeitos de pesquisa comparados ao grupo controle. Encontramos uma maior freqiiéncia de

({92
S

alelo e do genodtipo SS e LS em pacientes deprimidos que tentaram o suicidio. A razdo de
chance (odds ratio) para o gendtipo SS e LS contra o outro genétipo (LL) foi de 1,301 (95%
I.C.= 0.737-2.296). A razdo de chance (OR) para o alelo “s” em comparacao com o alelo “1”
foi de 1,38 (95% 1.C.= 0.780-1.661).

Conclusdes: Nossos resultados sugerem que ha um risco aumentado de suicidio nos pacientes

deprimidos que possuem o gendtipo SS e LS.



INTRODUCAO

1.1. Epidemiologia do comportamento suicida

O suicidio constitui-se hoje um grave problema de satde publica em diversos
paises. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o suicidio foi responsavel
por quase 2 % das mortes do mundo no ano de 1998, o que o coloca na frente de
mortes causadas pela guerra e bem na frente das mortes por homicidio. De uma forma
sucinta, a OMS define o suicidio como “um ato suicida com um desenlace fatal” e o
ato suicida como “auto - agressao com graus variados de intencao letal” (WHO, 1999).

A cada ano, um milhdo de pessoas comete o suicidio ao redor do mundo. No
total estima-se que ocorram aproximadamente 30.000 suicidios por ano nos EUA e
120.000 na Europa (Jamison, 1999). A incidéncia anual de suicidio estd entre 10 e 20 a
cada 100.000 individuos, na populacdo geral mundial. No Brasil e especialmente no
Rio Grande do Sul, os dados também ndo deixam de ser contundentes. No Brasil,
segundo dados da OMS, ocorrem 5 suicidios / 100.000 habitantes e no estado Rio
Grande do Sul chega a 11 suicidios / 100.000 habitantes (PRA SABER, 1999). As
estatisticas brasileiras mostram que os acidentes de transito constituem-se ainda como
a principal causa de morte de jovens, mas o abuso de substidncias como o alcool e
outras drogas estdo intimamente ligados a este evento e podem estar relacionadas
indiretamente ao suicidio.

Embora as mulheres fagam mais tentativas de suicidio que os homens, sdo os
homens que tem uma mortalidade 4 vezes maior que as mulheres em suas tentativas e
80% dos suicidios completos sdo de pessoas do sexo masculino (Roy, 1999). Para
cada suicidio ocorrem cerca de 10 tentativas de suicidio (Mann, 1999).

Esse problema afeta todas as idades e constitui a terceira causa de morte entre

adolescentes e adultos jovens menores de 24 anos e a quarta causa mais freqiiente de
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morte nas criangas na faixa dos 10 aos 15 anos nos Estados Unidos. Os idosos
constituem outro grupo de risco onde a taxa de suicidio chega a ser 50 % maior que
nos adolescentes ou que o indice de mortalidade por suicidio norte-americano (Roy,
2000).

Mesmo ja havendo defini¢des sobre os fatores de risco e prote¢ao do suicidio,
estes ainda se constituem insuficientes na prevencao e no tratamento do problema.
Muitos suicidios ocorrem de forma inesperada e outros mesmo esperados por seu risco
parecem ser imprevisiveis. Apenas uma minoria ¢ desencadeada por eventos
estressantes em pessoas com uma vida emocional saudavel e nesses casos o risco de
um comportamento suicida ¢ geralmente temporario e potencialmente prevenivel.
Mesmo com os avangos cientificos, as sociedades contemporaneas ainda tratam o
problema do suicidio como algo vergonhoso, resultante de uma faléncia da
responsabilidade pessoal, da coesdo familiar ou do sistema social. Esta visdo promove
uma série de dificuldades na intervencao e na pesquisa desses casos e até impossibilita
uma adequada notificagdo para fins estatisticos devido a subnotificagdo ou informagao
de dados falsos (Baldessarini, 2001). Os suicidios comumente deixam de ser relatados,
em parte porque os suicidas disfarcam suas a¢des e em parte porque nas sociedades
onde ele ¢ visto sob um juizo moralista a comunica¢do tende a ser evitada. Citamos,
por exemplo, a Grécia onde a taxa de suicidio relatado ¢ uma das mais baixas do
mundo pois 14 os suicidas sdo proibidos pela igreja grega de serem enterrados em solo
sagrado (Solomon,2002).

1.2. Modelos para o comportamento suicida

Assim como os tragos de comportamento normal sdo transmitidos de pais para
filhos, certos transtornos mentais sdo comuns a familias. Podemos considerar as

doengas mentais ou psiquiatricas como doengas complexas, ou seja, doengas que nio
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exibem um padrdo de heranca mendeliana de transmissdao, mas exibem um padrao de
heranga familiar, sofrem alguma influéncia genética e tem origem ou causa dita
complexa, ou seja, multifatorial. H4 fatores genéticos e fatores ambientais envolvidos
na génese destas doengas. Tais fatores genéticos e ambientais podem ser, tanto fatores
de risco, como fatores de protecdo. De acordo com o histérico familiar pode haver
uma maior suscetibilidade ou predisposi¢ao genética deste individuo para ter a doenga,
mas fatores protetores ambientais também podem interferir na sua manifestagdo,
diminuindo o risco dela ocorrer. A combinacdo do efeito de fatores genéticos e
ambientais de risco e os fatores protetivos contribuem para a propensdo individual
para desenvolver a doenga, bem como a idade de aparecimento, severidade da doenca
e a expressao dos sintomas clinicos.

1.2.1 Modelo diatese - estresse

Nos ultimos 20 anos, foram constatadas evidéncias crescentes de que o
comportamento suicida tem forte determinante neurobioldgico. O conhecimento desta
neurobiologia permitird, no futuro, langcar maos de ferramentas clinicas para tratar este
comportamento e evitar mortes. O comportamento suicida ndo € apenas uma resposta
logica a um estresse extremo. Os comportamentos suicidas tém determinantes
neurobioldgicos independentes do transtorno psiquiatrico com o qual estejam
associados. As pessoas que estdo sob risco de suicidio tendem a fazer tentativas de
modo relativamente precoce, na evolugao de seus quadros (Malone et al., 1993). Mann
et al. (1999) sugerem, para a compreensdo deste fendmeno, a constru¢do de um
modelo que pode ser visto ou como um modelo diatese-estresse ou um modelo
gatilho-limiar que pode explicar esta suscetibilidade. A didtese (vulnerabilidade)
determina como um individuo reage a um evento estressor ¢ depende de fatores que

moldam a sua personalidade como os fatores genéticos e ambientais, experiéncias
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infantis entre outros. Baseado neste modelo, os fatores de risco podem ser
categorizados como pertencentes a um desses dois dominios (gatilho ou limiar
pessoal). Entre os estressores associados aos atos suicidas esta o inicio ou piora de
uma doenga psiquidtrica aguda como a depressdo, abuso de substancias, doenca
organica, crise familiar ou eventos de vida adversos que poderiam servir como um
gatilho. O evento estressor ¢ um precipitante que determina o inicio (“timing”) de uma
tentativa de suicidio (Sher et al. 2001). O limiar para um comportamento suicida
também pode ser observado levando-se em conta aspectos genéticos, a historia
familiar de comportamentos suicidas e certos tragos pessoais, tais como a presen¢a de
transtorno de personalidade borderline comorbida, comorbidade com abuso de drogas
ou alcool e excessiva impulsividade. O mais importante elemento sugestivo de risco
para a tentativa de suicidio ¢ a histdria pregressa de outra(s) tentativa(s) de suicidio.
Mas um unico fator ndo ¢ suficiente para desencadear um ato suicida. Se o paciente
tiver, pelo menos, um fator de risco maior para cada dominio pode-se considerar um
alto risco para o suicidio.

Se considerarmos a depressdo como um unico fator, vemos que muitos
depressivos nunca se tornam suicidas e muitos suicidios sdo cometidos por pessoas
que ndo sdo depressivas. Oquendo et al. (2000) afirmam que pacientes que tentaram o
suicidio tem tanto didtese (baixo limiar) para o comportamento suicida quanto um
gatilho precipitando o comportamento (estressor).

Os autores observaram que alguns pacientes com depressdo maior sao
vulneraveis para agir quando sofrem impulsos suicidas. Esta vulnerabilidade resulta da

interagdo entre pontos gatilhos ou precipitantes e o limiar de comportamento suicida.
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Abaixo podemos ver o esquema do modelo proposto.

Figura 1. Modelo diatese-estresse.

Genética

Eventos adversos "'"'"""'+ Trago

(diatese, predisposicao)

Fatores estressores _*.
Estado

(depresséao ou doenga
psiquiatrica aguda)

Limiar pessoal = ——

(histéria familiar, acesso aos meios)

Comportamento suicida {—

Adaptado de Van Heeringen, 2003.

1.2.2. Modelo Psicanalitico

O modelo psicanalitico criado por Sigmund Freud nos auxiliou, através de seus
inameros trabalhos, na compreensdo do funcionamento mental, dos quadros
psicopatologicos e da importancia dos impulsos e da sexualidade na formacdo dos
sintomas. Os quadros depressivos (melancolicos) foram extensamente explicados em
trabalhos como Luto e Melancolia. Mas a elaboracdo da equacdo etioldgica das
neuroses revelou o conhecimento cientifico de Freud, onde hé a integracdo dos fatores
externos (ambientais) e dos fatores internos. Em sua Conferéncia XXIII (1917)
intitulada “Os caminhos da formag¢do dos sintomas”, Freud refere que a
hereditariedade da constitui¢do sexual atuaria com experiéncias traumaticas infantis na
constituicdo das neuroses, formando uma série complementar. Freud, em 1895,

publicaria um artigo intitulado “Uma réplica as criticas a meu artigo sobre neurose de
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angustia” onde ja coloca em agdo os conceitos sobre uma equagdo etioldogica que
poderia ser usada na compreensdo de doengas como a tuberculose pulmonar bem
como nas neuroses e¢ outras doengas psiquiatricas. Ele define conceitos como: (a)
Precondigao, (b) Causa Especifica, (c) Causas Concorrentes ¢ (d) Causa Precipitante
ou Desencadeante. Na precondicao ele ja estabelece a importancia da hereditariedade
no desenvolvimento de algumas doengas.

2. DOENCAS PSIQUIATRICAS E SUICIDIO

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

A relagdo entre transtornos afetivos ou do humor (que inclui mania e
depressdo) mostra uma poderosa associagdo com o suicidio onde seu risco de
ocorréncia tem sido bastante elevado podendo ser observado entre 10% a 25% das
mortes de pessoas com depressdo maior tanto unipolar como bipolar. Diversas
pesquisas mostraram que o suicidio geralmente aparece associado a doengas mentais,
estando o diagndstico de depressdao maior presente em 40% dos casos (Turecki, 2001)
elevando-se para além de 60% no transtorno bipolar e na distimia. O risco de
mortalidade por suicidio durante a vida nos pacientes com transtornos afetivos ¢ em
torno de 7% nos homens e 1% nas mulheres (Blair —-West et al., 2001).

Estudos clinicos com pacientes psiquiatricos sugerem que o risco do
comportamento suicida aumenta na presenga de uma histéria familiar de suicidio; uma
afirmacdo que também tem apoio nos achados de estudos de gémeos e de adogio.

Pacientes com historia familiar de suicidio tem, em mais de 50% dos casos o
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diagnostico primario de transtorno afetivo (Roy, 1983). Em pacientes com depressao,
cerca de 5% revelam uma historia de suicidio em familiares de primeiro grau, e cerca
de 30% a 50% dos pacientes com depressao que tém historia familiar positiva tentam,
eles proprios, o suicidio. Uma historia pregressa de tentativa de suicidio estd
freqiientemente associada com uma tentativa de suicidio mais violenta. (Roy et
al.,1999). O estudo com gémeos tem mostrado também evidéncias de um fator
genético para o comportamento suicida onde a concordancia para o comportamento
suicida foi maior entre gémeos monozigoéticos do que nos dizigdticos (Roy et al.
2001). Em estudos com adocao foi encontrado um maior risco de suicidio para os
familiares bioldgicos de pessoas adotadas que cometeram suicidio quando comparadas
aos familiares bioldgicos de individuos adotados do grupo controle. (Wender et
al.,1986; Roy et al. 1999).
2.1. A comorbidade e o comportamento suicida

Existe consenso geral de que os transtornos psiquiatricos com abuso de drogas
e dependéncia estdo associados com maior risco de suicidio, especialmente em
pacientes com transtornos maiores do humor. No entanto, os ensaios publicados até o
momento ndo distinguem o risco maior pelo abuso ou pela dependéncia de drogas. O
abuso de drogas se inicia na adolescéncia e pode desempenhar papel proeminente no
aumento de 300% nos casos de suicidio nesta faixa etaria. Nos jovens, o abuso de
drogas pode estar associado com elevada freqii€ncia a depressdo e transtorno bipolar.
Além do transtorno do humor e do abuso de drogas, podem ser fatores de risco
associados ao suicidio a deterioragdo social, profissional, doengas fisicas e alteragdes
nutricionais (Tondo et al. 1999).

Os resultados de uma pesquisa realizada por Tondo e colaboradores com 504

pacientes hospitalizados com transtorno de humor por tentativas de suicidio e abuso de
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substancias demonstraram que a literatura apoia a associacao de abuso de alcool e de
drogas com transtornos afetivos maiores e de algumas drogas com o comportamento
suicida. Os novos achados desta pesquisa apoiam, no geral, estas duas associagdes. Os
riscos de suicidio sao semelhantes em homens e mulheres hospitalizados, estando
associados com transtornos bipolares, tanto do tipo II quanto do tipo I (principalmente
misto), assim como unipolares com o abuso de drogas e o efeito do tipo de agente
utilizado. O abuso de drogas foi mais comum em homens com idade abaixo dos 30
anos com transtorno bipolar ndo misto. Os agentes mais utilizados foram o alcool
(15%), a cocaina (4%) e a heroina (3%); o abuso de polisubstancias ocorreu em 6%
dos pacientes. Existe uma tendéncia para o paciente bipolar do tipo I, principalmente
0s nao mistos, 0s quais tém um risco relativamente alto de abuso de drogas, de baixo
risco para tentativas de suicidio, enquanto a maior parte dos dados indica que os
transtornos depressivos ou disforicos (bipolar tipo II, unipolar e bipolar tipo I,
principalmente misto) podem ser especialmente letais, em termos de suicidio.

As diferengas nos riscos para abuso de drogas e comportamento suicida, em
homens e em pacientes bipolares do tipo I, sugerem que o abuso de drogas e o
transtorno de humor podem contribuir para o risco de suicidio com independéncia
parcial, sendo fatores a serem estudados de modo isolado para avaliar a real
participagdo de cada um.

Lecrubier (2001) afirma que a coexisténcia de mais de uma doenga em
pacientes no eixo I ou com doenga simultinea nos Eixos I e II pelos critérios do
Diagnostic and Statistical of Mental Disorders (DSM-IV, 1994) ¢é extremamente
freqiiente nos pacientes que cometeram uma tentativa de suicidio. O niimero de
diagnoésticos comodrbidos aumenta substancialmente o risco para comportamento

suicida.
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As doengas organicas aumentam o risco de atos suicidas e do suicidio,
principalmente aquelas doengas que afetam o sistema nervoso central coma a AIDS,
epilepsia, doenca de Huntington, traumatismo cranio — encefalico, insuficiéncia renal
cronica e acidentes vasculares cerebrais conferem um maior risco de suicidio que
outras doengas (Sher et al., 2001).

2.2. Serotonina e suicidio

O conhecimento das vias serotoninérgicas através da sintese e degradagdo da
serotonina permitiu na compreensdo da patofisiologia dos transtornos afetivos bem
como dos mecanismos de acdo dos antidepressivos. As proteinas e receptores
envolvidos na via serotoninérgica desempenham um papel importante no
comportamento suicida e podem ser visualizadas a seguir:

Figura 2. Via Serotoninérgica — Producao da Serotonina ( Adaptado de Stahl, 2002).

|r Triptofano

| FRODUCAD DY

\ SEROTONINA l triptofano hidroxilase (TPH)
\ 5 - hidroxitriptofano (5-HTP)

AdADT {:} l 5-HTP descarboxilase

5-hidroxitriptamina (SHT)

l monoamino oxidase (MAO)

acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA)

Um fator neurobioldgico importante, ao se considerar o limiar de um
individuo para agir sob impulsos suicidas, ¢ a fun¢do serotoninérgica cerebral. Esta
atividade se mostrou mais baixa em pacientes que tentaram suicidio, pelos estudos de

medi¢do dos metabodlitos da serotonina no liqiior e pelos estudos de resposta da
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prolactina & fenfluramina. E importante notar que quanto mais baixa a serotonina
cerebral, mais grave € a tentativa de suicidio, havendo, portanto, correlagdo direta com
a letalidade (Mann et al.,1999; Sher et al., 2001). Outro fato importante ¢ que existe
relagdo entre os baixos niveis cerebrais de serotonina e a agressividade, ndo se
esquecendo que o suicidio pode ser entendido como uma auto-agressividade. A
importancia da genética no suicidio pode estar relacionada com a informacao
cromossomica para a sintese e secre¢do de serotonina. De modo interessante, o sexo
feminino tem um nivel médio mais elevado de serotonina cerebral que o sexo
masculino, e menor incidéncia de suicidio. (Mann et al., 1999).

Os estudos pos-morte das vitimas de suicidio revelam reducao da atividade da
serotonina no cortex ventro-lateral pré-frontal, uma area reconhecidamente importante
para o comportamento. Novas tecnologias de avaliacdo de neuroimagens, tais como o
tomografo por emissdo de poésitrons, oferecem uma oportunidade de visualizar a
funcdo da serotonina "in vivo" de modo direto. Estas tecnologias podem fornecer a
possibilidade de uma intervengdo terapéutica mais precoce € oportuna em pacientes
com alto risco para suicidio (Mann et al., 1999; 2000; 2003).

2.3. A genética do suicidio e tentativas de suicidio

Nos ultimos anos, a medicina tem se desenvolvido de maneira a incorporar
tecnologias de ponta, como o uso da biologia molecular, e permitir o diagndstico mais
precoce e mais preciso de inumeras doengas, assim como para auxiliar no
entendimento de sua patogénese, permitindo o desenvolvimento de novos tratamentos
ou preveng¢do mais eficazes. Os avangos no campo da biologia molecular permitiram o
emprego de métodos mais sensiveis e rapidos na identificagdo genes candidatos
associados a doengas mentais principalmente nos transtornos afetivos. Desta forma, a

detecgdo de seqiiéncias de DNA especificas encontradas via técnicas moleculares, sdo
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de grande valia no diagndstico clinico. Aqui cabe destacar a importancia da técnica da
reacao em cadeia da polimerase (Polimerase Chain Reaction - PCR) que, com o uso de
primers especificos, tem o potencial valor de amplificar o DNA e com isso permitir o
diagnostico e quem sabe, obter-se informagdes para uma avaliagdo prognostica.

A 1identificacdo de genes responsaveis envolve uma pesquisa geral em todo o
genoma humano. Uma alternativa para isso seria a identificagdo de genes candidatos
como aqueles relacionados no sistema serotoninérgico. Genes candidatos sdo genes
que codificam proteinas que t€ém ou se acredita que tenham um papel bioldgico no
desenvolvimento de doencgas.

Genes candidatos como o gene da enzima triptofano hidroxilase, dos receptores
da serotonina a 5-HT1A, 5-HT2A e 5-HT1B e do gene transportador de serotonina (5-
HTT) estariam relacionados as anormalidades serotoninérgicas observadas em pessoas
com historia de depressdo maior e nos individuos com condutas suicidas sérias e
naqueles que cometeram suicidio (Malone and Mann 1993; Mann 1998). Entre as
alteracdes genéticas relacionadas as doengas psiquidtricas estdo os polimorfismos.
Entende-se por polimorfismo um segmento de DNA que t€ém mais de uma forma (ou
alelo) sendo que a forma menos freqliente ocorreria em pelo menos 1% da populagao.
Seria uma parte natural de uma variagdo genética ¢ um gene polimodrfico pode ou nao
estar relacionado a uma funcdo alterada, ou seja, causar ou predisposi¢ao para uma
doenga.

Os estudos genéticos moleculares registraram polimorfismos no gene da
enzima triptofano - hidroxilase, que estd envolvido na sintese da serotonina. O alelo U
parece proteger o individuo do suicidio, levando a produgdo e secre¢do de serotonina
em grande quantidade, enquanto o alelo L parece ser responsavel pela tendéncia ao

suicidio e a menor sintese e secre¢do de serotonina. Muitos estudos tém investigado a
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associacdo entre esse polimorfismo e atos suicidas com resultados, ainda controversos,
mas a sua suposta participacdo nestes atos estaria relacionada ao um aumento da
impulsividade e do comportamento agressivo- impulsivo (Roy et al. 1999).

Em relacdo aos genes relacionados aos receptores da serotonina 2A e 1B nao
foram descritos, nos estudos realizados, evidéncias de associagdo entre as variagdes
genéticas desses genes com os atos suicidas (Turecki, 2001).

2.4. Gene transportador de serotonina e comportamento suicida

O gene transportador de serotonina (5-HTT) ¢ um gene candidato maior para o
comportamento suicida (Mann, 1998). Um polimorfismo funcional do gene 5- HTT ¢
descrito como inser¢cao/delecdo de 44 pares de base (pb) na regido polimorfica do gene
5-HTT (5-HTTLPR; sendo dois alelos: “long” [1] e “short” [s]; Heils et al. 1996).
Desde o ano 1998 até 2004, diversos estudos tém sido realizados com o gene
transportador da serotonina (5-HTT), pela revisao feita no MEDLINE. A maior parte
dos estudos sobre a associacdo do 5-HTT e comportamento suicida, encontrou uma

[P
S

associacgdo entre o alelo curto (“s””) com vitimas ou tentadores de suicidio comparados
a controles. Entretanto em trés estudos com vitimas de suicidio, a freqiiéncia do alelo
L foi maior (Anguelova et al., 2003). Isso sugere que estudos mais detalhados com
uma maior amostra de pacientes para compreender o mecanismo envolvido no sistema

serotoninérgico, mais especificamente com o papel deste polimorfismo, e sua relagao

com o comportamento suicida.
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3. HIPOTESE DE PESQUISA

Considerando que pacientes deprimidos tentam o suicidio freqiientemente, e
que alteracdes no sistema serotoninérgicos estdo presentes nestes pacientes, as
seguintes hipodteses foram testadas:

3.1. o gene transportador da serotonina esta associado ao comportamento suicida.
3.2. o polimorfismo do gene transportador da serotonina pode conferir uma

vulnerabilidade bioldgica a estes individuos que tentam o suicidio.
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4.0BJETIVOS

4.1. Geral:
Verificar a freqiiéncia de um polimorfismo na regido promotora do gene
transportador da serotonina em pacientes que tentaram suicidio comparados com um

grupo controle.

4.2. Especificos:

Calcular a freqiiéncia dos alelos L e S nos pacientes e no grupo controle.

Verificar se hd associagdo entre a freqiiéncia do polimorfismo descrito e o
diagnostico psiquiatrico de depressao nos pacientes que tentaram o suicidio.

Verificar se hd associagdo entre a freqiiéncia do polimorfismo descrito e o
diagnostico psiquiatrico de abuso de alcool nos pacientes que tentaram o suicidio.

Verificar se hd associagdo entre a freqiiéncia do polimorfismo descrito e o
diagnostico psiquiatrico de abuso de drogas nos pacientes que tentaram o suicidio.

Verificar se hd associagdo entre a freqiiéncia do polimorfismo descrito e o
numero de tentativas de suicidio.

Verificar se ha associacdo entre a freqiiéncia do polimorfismo descrito e o tipo

de tentativas de suicidio.
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5. CONSIDERACOES ETICAS

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica e Comissdo de Etica em
Satde do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagao do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
sob n° 02097, pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) sob n° 4396 e
pela Assessoria Cientifica do Hospital de Pronto Socorro de Porto Alegre e todos os
pacientes assinaram o termo de Consentimento Informado para a sua execugdo

(Apéndices 1 ¢ 2).
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Resumo

Introducio: Inimeros estudos t€ém associado alteragdes no sistema serotoninérgico com
doencgas psiquiatricas como a depressao e atos suicidas. O gene transportador da serotonina
tem um papel central na regulacdo da funcdo sindptica serotoninérgica € possui um
polimorfismo na regido promotora constituindo-se como um candidato para estudos de
associacdo do comportamento suicida. O objetivo deste trabalho foi verificar a associagdo
entre a freqliéncia dos alelos “I” e “s” do polimorfismo 5S-HTTLPR em pacientes que tentaram
suicidio com diagndstico de depressdao maior comparado ao grupo controle, avaliando,
também, se hd uma relago entre este polimorfismo e o comportamento suicida.

Métodos: A amostra foi composta de 84 pacientes deprimidos que tentaram suicidio e 152
controles doadores voluntarios do Banco de Sangue. A regido promotora do gene 5-HTT
contendo o polimorfismo 5S-HTTLPR foi amplificada através do método da Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR). A avaliagdo diagnostica destes pacientes foi feita através de entrevista
psiquiatrica clinica e por entrevista diagnostica padronizada breve Mini International
Neuropsychiatric Interview (MINI) para adultos e uso da Escala de Inten¢ao de Suicidio.
Resultados: Nao houve diferengas significativas na freqiiéncia dos alelos e do genotipo nos
sujeitos de pesquisa comparados ao grupo controle. Encontramos uma maior freqiiéncia de

({92
S

alelo e do genodtipo SS e LS em pacientes deprimidos que tentaram o suicidio. A razdo de
chance (odds ratio) para o gendtipo SS e LS contra o outro genétipo (LL) foi de 1,301 (95%
I.C.= 0.737-2.296). A razdo de chance (OR) para o alelo “s” em comparacao com o alelo “1”
foi de 1,38 (95% 1.C.= 0.780-1.661).

Conclusdes: Nossos resultados sugerem que ha um risco aumentado de suicidio nos pacientes
deprimidos que possuem o gendtipo SS e LS.

Unitermos: tentativa de suicidio, gene transportador da serotonina (5-HTT), regido

polimérfica do gene transportador da serotonina (5-HTTLPR), depressao
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Introduciao

O suicidio ¢ hoje um grave problema de satide publica em todo o mundo e, segundo a
Organizagdao Mundial de Saude, no ano de 2000, aproximadamente 1 milhdo de pessoas
morreram por suicidio no mundo inteiro, sendo o nimero de tentativas de suicidio 10 a 20
vezes maior no mesmo periodo. A cada 40 segundos uma pessoa se suicida e a cada 3
segundos ocorre uma tentativa de suicidio em algum lugar do planeta. Hoje o suicidio é uma
das trés principais causas de morte entre jovens de 15-34 anos em todos os paises.(WHO,
1999; 2002).

Diversas pesquisas mostraram que o suicidio geralmente aparece associado a doengas
mentais, estando o diagnéstico de depressdo maior presente em 40% dos casos (Turecki,
2001). O risco de mortalidade por suicidio durante a vida é em torno de 15% nas pessoas com
depressdao (Guze and Robins, 1970; Angst et al., 1999) estando também presente nos
pacientes com doenga bipolar onde o risco de suicidio ¢ maior durante a fase depressiva da
doenga (Simpson and Jamison, 1999).

Alguns modelos tém sido propostos para explicar por que uma pessoa comete o
suicidio durante um episddio depressivo e outra ndo. O modelo de didtese-estresse sugere que
os eventos estressores mais relacionados a este comportamento sdo problemas de ordem
interpessoal ou social, além das doengas psiquiatricas agudas e que as causas dessa
vulnerabilidade ou didtese incluem as influéncias genéticas, experiéncias traumaticas
precoces, doengas cronicas, abuso de substancias e baixos niveis de colesterol (Mann,1998;
Caspi et al., 2003).

Desde a década de setenta, intimeros estudos bioquimicos tém mostrado uma
associacdo entre a baixa atividade serotoninérgica e a agressividade, impulsividade e
comportamento suicida. (Asberg et al.,1976). Ha evidéncias de que o sistema serotoninérgico

esta em parte sob controle genético (Mann 1998; Van Heeringen, 2003). Assim, o risco de um
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comportamento suicida, os atos agressivos, o alcoolismo e o abuso de substancias teriam uma
predisposicao genética mediada por este sistema neurotransmissor (Mann, 1998; Mann et al.
1999a, 1999c, 2001).

O gene transportador da serotonina (5-HTT) localizado no cromossomo 17q11.1-q12
(Lesch, 1994) codifica uma proteina de membrana integral que tem um papel na recaptacao
deste neurotransmissor na fenda sinaptica e tem sido apontado como um gene candidato para
o comportamento suicida (Mann, 1998). Existem dois polimorfismos neste gene que tém sido
pesquisados: um VNTR que corresponde a um niimero variavel de repeti¢des em tandem no
intron 2 (Lesch et al.,1994) e o polimorfismo de tamanho de repeticdo (RFLP — restriction
fragment length polymorphism) que corresponde a uma inser¢ao/ dele¢ao de 44 pb na regido
promotora deste gene (5 - HTTLPR), que origina 2 alelos (I- long e s-short). O alelo “I”,
constituido de 528 pares de base, vem sendo relacionado a uma transcrigdo de duas a trés
vezes mais eficiente do gene transportador da serotonina quando comparado ao alelo “s” de
484 pares de base. (Heils et al., 1996; Lesch, 1996). Isso significa que o alelo “S” seria menos
ativo resultando numa captacdo em niveis menores da serotonina na fenda sinaptica.

Diversos estudos t€ém mostrado resultados contraditorios a respeito da associa¢ao entre
o polimorfismo na regido promotora ¢ o comportamento suicida.(Arango et al., 2003). Alguns

[IP=2]
S

autores sugerem uma associagdo positiva entre o alelo e o suicidio e as tentativas de
suicidio (Bondy et al.,2000, Courtet et al., 2001). Outros estudos demonstraram que o alelo
curto estava mais presente em pacientes com transtorno de humor (Bellivier et al., 2000) e em
pacientes alcoolistas do sexo masculino com tentativas violentas de suicidio (Gorwood et
al.2000; Preuss et al.,2001). Baca-Garcia e colaboradores (2002) encontraram um aumento da

P2
S

freqiliéncia alelo (ou diminuicao da freqliéncia do alelo “1”) em mulheres que tentaram o

suicidio em comparacdo com os homens com esse comportamento € com um grupo controle.
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Por outro lado, Du e colaboradores (1999) descreveram uma freqiiéncia
significativamente maior do alelo longo (“I”) em 24 vitimas de suicidio com historia de
depressdao comparada ao grupo controle. Dois estudos semelhantes com vitimas de suicidio
encontraram uma maior propor¢ao do alelo “I” (Fitch et al.,2001) e do gendtipo LL em
vitimas de suicidio (Hranilovic et al., 2003) embora sem diferencas estatisticamente
significativas. Na mesma direcdo, Russ et al. (2000) encontraram um escore maior nos
pacientes com genotipo LL nas escalas Hopelessnes Scale e na Scale for Suicidal Ideation
indicando um maior risco de suicidio.

Outros estudos, no entanto, ndo encontraram associagdo desse polimorfismo em
individuos com tentativas de suicidio (Geijer et al. 2000, Rujescu et al. 2001).

O objetivo deste trabalho foi verificar a associa¢ao entre a freqiiéncia dos alelos “1” e
“s” do polimorfismo 5-HTTLPR em pacientes que tentaram suicidio com diagndstico de
depressdo maior comparado a um grupo controle, avaliando, também, se ha uma relagdo entre
estes e a vulnerabilidade ao comportamento suicida.

Material e Métodos

A populacdo em estudo consistiu de 84 pacientes (48 homens ¢ 36 mulheres) maiores
de 18 anos (média de idade de 35,39 + 13) que internaram por tentativa de suicidio grave no
Hospital de Pronto Socorro e que necessitavam cuidados médicos hospitalares em enfermaria
de emergéncia ou unidade de tratamento intensivo devido ao risco de vida. A avaliacao
diagnostica destes pacientes foi feita através de entrevista psiquiatrica clinica e por entrevista
diagnostica padronizada breve Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI) para
adultos. Foram excluidos da amostra 2 pacientes que nao preencheram os critérios
diagnoésticos para depressao maior. A Escala de Intengdo de Suicidio de Beck (SIS) foi
aplicada nos 84 pacientes. A versdo final do SIS inclui 15 itens com escore variando de 0 a 2.

Alguns itens ndo sdo incluidos no escore total. (Beck et al., 1974).
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As tentativas de suicidio foram classificadas como violentas ou ndo-violentas de
acordo com os critérios propostos por Asberg et al. (1976). As tentativas de suicidio
violentas (n=44) ocorreram por ferimentos por armas de fogo (n=09), queimaduras (n=10),
enforcamento (n=01), ferimentos por objetos cortantes (n=06) ou penetrantes (n=02),
envenenamento por substancias quimicas (n=10), queda de altura (n=04) e atropelamento
(n=02), enquanto que a intoxicagdo medicamentosa (n=40) foi considerada tentativa de
suicidio ndo - violenta.

A populagao controle consistiu de 152 doadores de sangue voluntarios (109 homens e
43 mulheres) do Banco de Sangue do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, com média de
idade de 35,65 = 10 anos. Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica institucional sob n°
02097 e todos os pacientes assinaram o termo de Consentimento Informado.

Analise genética

Extracdo de DNA gendmico a partir de sangue

O DNA foi extraido a partir de 5 ml de sangue total coletado através de pungao
venosa periférica, conforme o método de precipitagcdo por sais. (Miller et al.,1988). O
sangue total foi colocado em tubo contendo EDTA e armazenado a -20°C para posterior
extracdo de DNA.

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A regido promotora do gene 5-HTT contendo o polimorfismo 5-HTTLPR foi
amplificada através do método da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).
Utilizando-se os primers descritos por Heils et al.(1996) que correspondem a posi¢ao
de nucleotideos
—1416 a-1397 5’-GGCGTTGCCGCTCTGAATGC-3’ (forward, strp5) e

—910a-888 5-GAGGGACTGAGCTGGACAACCAC-3’ (reverse, strp3).
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A partir da obtengdo de um produto amplificado foi realizada uma eletroforese em gel
de agarose 1% para a identifica¢do do alelo especifico presente nestes fragmentos. O produto
de PCR resulta de fragmentos de 484 pares de base (pb) que indica a presenca de um alelo
curto (“s”) e fragmentos de 528 pares de base (pb), a presenca de um alelo longo (“17).

Analise estatistica

O célculo do tamanho da amostra foi estimado considerando um poder de 80% e um
nivel de significancia de 0,05 com diferenca entre as prevaléncias de alelos de 0,68 na
populacdo estudada (pacientes) e 0,43 do grupo controle. Assim o numero de pacientes
estimados para o célculo da prevaléncia foi de no minimo 69 para cada grupo. As variaveis
categoricas sdo apresentadas sob a forma de proporgdes e as varidveis continuas através de
médias e desvio - padrio. A freqiiéncia e distribui¢ao dos alelos e dos genotipos nos pacientes
e controles foram comparadas utilizando-se o teste do qui—quadrado(y?), teste t de Student,
com o auxilio do software SPSS versao 10 ¢ EPI INFO 2000. Foi adotado um efeito
dominante - recessivo para o gene 5S-HTT, assim os genotipos LL foram comparados com os
genotipos LS e SS associados, baseados no trabalho de Lesch et al., 1996. Quando
apropriado, os valores de p foram ajustados usando a corre¢do de Yates. Os escores dos
primeiros 15 itens do SIS foram analisados pelo software SPSS versdo 10. Os genotipos
foram testados para o Equilibrio de Hardy-Weinberg .

Resultados

A amostra total constituiu-se de 236 individuos, sendo 152 controles ¢ 84 pacientes
com depressao maior segundo o DSM-IV que tentaram o suicidio.

Os dados socio — demograficos e culturais bem como as freqliéncias dos genotipos e
dos alelos de pacientes e controles sdo mostrados na tabela 1.

Foi encontrado um maior risco de suicidio naqueles pacientes que possuiam um ou

dois alelos curtos. Nao foi encontrada uma diferenca significativa na freqiiéncia do
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polimorfismo 5-HTTLPR entre os pacientes estudados € o grupo controle, tanto no que diz
respeito ao gendtipo LL,LS ou SS (x* 0,940; p= 0,625) bem como na freqiiéncia do alelo
curto (y° 0,45; p= 0,50240) conforme observado na Tabela 1.

Pacientes que tiveram tentativas violentas (n=44) nao se diferenciaram do grupo que
tentou o suicidio com meios ndo violentos(n=40) em relagio ao gendtipo (x° 2,93; p= 0,231),
assim como a freqiiéncia dos alelos ndo tiveram relagio com tais tipos de tentativas (y* 2,48;
p= 0,115). Na populacio em estudo encontrou-se que 31% dos casos apresentavam
comorbidade com o alcoolismo ¢ que o uso de bebidas alcoodlicas concomitantemente ao ato
suicida estava mais presente naqueles pacientes que realizaram tentativas violentas de
suicidio (y* 5,96; p= 0,015) comparadas aos que tentaram com métodos ndo - violentos. Em
70,5% dos casos, as tentativas violentas de suicidio foram feitas por homens enquanto as nao-
violentas em 57,5% dos casos foram realizadas por mulheres. (3° 6,69; p= 0,010)
O escore médio total do SIS no grupo dos pacientes foi de 13,26 + 4,19, ndo se
encontrando diferencas estatisticamente significativas nos escores do SIS em relagdo aos
diferentes gendtipos. A distribuigdo genotipica para pacientes e controles ndo estava em
equilibrio de Hardy-Weimberg.
Discussao
O principal achado de nosso estudo revela que houve um maior risco de
comportamento suicida nos pacientes deprimidos portadores do gendtipo SS e LS que esta de
acordo com os resultados de diversos estudos com vitimas de suicidio relatados na literatura
internacional que mostram uma associagao positiva entre o alelo curto com o suicidio (Bondy
et al., 2000; Lin and Tsai, 2004)) e com tentativas de suicidio (Courtet et al. 2004).

O uso de bebidas alcoodlicas concomitantemente ao ato suicida esta presente naqueles
pacientes com tentativas violentas de suicidio. Essas foram realizadas por homens em 70,5%

dos casos o que esta de acordo com a literatura (Pirkola et. al., 2000). H4 uma diferenca em
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relagdo ao risco de suicidio entre homens e mulheres, sendo que os homens, ao longo da vida,
tém um risco de 7% comparado com 1% nas mulheres (Blair-West et al., 1999). Nao houve,
entretanto, associagdo entre o abuso de bebidas alcodlicas com o genétipo € com o alelo “s”.
Sabe-se que o abuso de dlcool ¢ um fator de risco para o suicidio (Demirbas et al., 2003) e que
pacientes alcoolistas com histdria prévia de atos suicidas, em comparacao aqueles que nao
tem comportamento suicida prévio, apresentam maior probabilidade de suicidio. A maior
ocorréncia do uso de alcool nos pacientes com tentativas de suicidio violentas mostra que
também devemos estar atentos a esta populagdo onde a probabilidade de suicidio é maior do
que no grupo que nao tem historia prévia conforme descrito na literatura. A comorbidade de
doenga afetiva com o abuso de substancias esta associado ao comportamento suicida, mas ela
se torna ainda mais expressiva nos estados depressivos (Tondo et al., 1999).

Apesar de alguns estudos discordarem do fato de ndo encontrarmos diferengas
significativas nas freqliéncias dos genoétipos e do alelo “s” entre os pacientes estudados e o
grupo controle, este dado estd de acordo aos achados em uma amostra de pacientes brasileiros
com depressao maior, distimia e transtorno afetivo bipolar (Oliveira et al., 2000). A diferenca
verificada entre os estudos pode ser explicada pelo fato da distribui¢do dos alelos e dos
genotipos poderem variar entre as diferentes ragas e etnias (Gelenter et al., 1997) variando
também o grau de associa¢dao deste polimorfismo com o comportamento suicida (Hranilovic
et al.,2003). Os resultados conflitantes nos estudos da genética em psiquiatria t€ém sido
atribuidos ao alto risco de falso-positivos e falso-negativos devido a vicios (vieses)
relacionados a estratificagdes étnicas (Bellivier et al.,2002;Campi-Azevedo et al, 2003). Dessa
forma ¢ compreensivel a possibilidade de haver interferéncia da estratificacdo étnica em
nossos resultados. Mas ¢ importante mencionar que o Brasil é uma das populagdes mais
heterogéneas do planeta. Esse ¢ o resultado de cinco séculos de miscigenagao de povos de trés

continentes: o Europeu, o Africano ¢ o Amerindio que gerou a natureza trihibrida da
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populagdo brasileira. Segundo os trabalhos de Parra e colaboradores (2003) no Brasil nao se
pode avaliar a ancestralidade gendmica a nivel individual, examinando-se apenas a cor da
pele. O uso do Controle Gendmico para estudos de associacao (Devlin and Roeder, 1999)
serve para avaliar a possivel interferéncia étnica neste tipo de analise. De acordo com essa
metodologia entendemos que ndo houve vicio de estratificagdo étnica em nossos resultados.

O fato de termos encontrado uma maior freqiiéncia de tentativas de suicidio naqueles
pacientes deprimidos que possuem um ou dois alelos curtos sugere que se trata de uma
populacdo “especial” que pode ter uma vulnerabilidade genética, corroborando a idéia do
gene transportador da serotonina ser um gene de suscetibilidade ao comportamento suicida. A
detecgdo desta populacdo ¢ importante, uma vez que medidas preventivas podem ser
sugeridas para estes individuos.

Embora nossos resultados tenham sido significativos ha limitagdes em nosso estudo
(tamanho amostral e selecdo do grupo controle) mas até o presente momento nio se
identificou um unico gene ou grupo de genes que possa ser responsabilizado por tal
comportamento ou qualquer outro tipo de doenga ou sintomatologia psiquiatrica (Arango et
al., 2003). Sabemos que o comportamento suicida bem como as doengas psiquiatricas tém
origem multifatorial, onde fatores biologicos, genéticos, familiares e sociais estdo integrados
dentro de um modelo onde cada elemento tem uma pequena mas significativa participagao
como fator preditivo de risco. Dessa forma, tais estudos necessitam ser replicados em outras
populagdes € com um niimero maior de participantes para uma melhor compreensao do papel
da serotonina e os genes envolvidos em tais situagdes que podera nos auxiliar na prevengao

deste evento que causa tanta morbidade e aumento da mortalidade.



Tabela 1. Fatores demograficos e
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freqiiéncia dos alelos and gendtipos em pacientes e

controles.
Pacientes Controles r Valor p
Variaveis* (n=84) (n=152)
Sexo 5.16 0.023
Homens 48 (57.2) 109 (71.7)
Mulheres 36 (42,8) 43 (28.3)
Raca 5.30 0.076
Branco 64 (76.2) 130 (85.5)
Misto 15 (17.9) 12 (07.9)
Negra 05 (05,9) 10 (06.6)
Estado civil 16.05 0.001
Casado 45 (53.6) 80 (52.6)
Solteiro 20 (23.8) 62 (40.8)
Separado 18 (21.4) 09 (5.9)
Viuvo 01(1,2) 01 (0.7)
Escolaridade 7.60 0.022
Fundamental 57 (67.9) 75 (49.3)
Médio 21 (25.0) 62 (40.8)
Superior 06 (7.1) 15(9.9)
Ocupacgao 25.85 <0.001
Empregado 39 (46.4) 110 (72.4)
Desempregado 36 (42.9) 42 (27.6)
Aposentado 09 (10.7) 0 (0.0)
Gendtipo 0.94 0.625
LL 26 (31.0) 56 (36.8)
LS 36 (42.8) 57 (37.5)
SS 22 (26.2) 39 (25.7)
Alelo 0.45 0.502
| 88 (52.4) 169 (55.6)
S 80 (47.6) 135 (44.4)

* Variaveis apresentadas como freqliéncia (porcentagem)
Genotipo SS and LS vs genétipo LL: (x°0.394; p=0.363, OR=1.301, 95% CI=0.737-2.296)

Alelo s vs alelo I: (32 0.45; p=0.502, OR=1.138, 95% CI= 0.780-1.661)
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Tabela 2. Tipo de tentativa de suicidio comparada ao uso de alcool, dependéncia de alcool,

sexo e distribuicao das freqiiéncias alélicas e genotipicas.

Tipo de tentativa x valor p
Variaveis Violenta Nao-violenta
Uso de alcool na TS
Uso de élcool 26 (59.1) 13 (32.5) 5.96 0.015
Sem uso de alcool 18 (40.9) 27 (67.5)
Sexo
Homens 31 (70.5) 17 (42.5) 6.69 0.010
Mulheres 13 (29.5) 23 (57.5)
Genétipo*
LL 10 (22.7) 16 (40.0) 2.93 0.231
LS 21 (47.7) 15 (37.5)
SS 13 (29.5) 09 (22.5)
Alelo®
1 41 (46.6) 47 (58.75) 2.48 0.115
S 47 (53.4) 33 (41.25)

* Variaveis apresentadas como freqliéncia (porcentagem)
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Abstract

A polymorphism in the serotonin transporter gene (5-HTTLPR) is being studied for
association with suicidal behavior. We verified the relationship between the frequencies of
the 5-HTTLPR alleles in 84 depressed patients with suicide attempts compared to 152
controls. We found a higher risk for suicide behavior among depressed patients bearing SS or

LS genotypes.

Key words: suicide attempt, serotonin transporter gene (5-HTT), polymorphism, serotonin

transporter gene linked polymorphic region (5S-HTTLPR), depression
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1. Introduction

Suicide is a serious public health problem worldwide, and several studies
demonstrated that it usually appears associated with mental disorders, such as major
depression in 40% of the cases (Turecki, 2001).

There is evidence that the serotoninergic system is partly under genetic control.
Thus, the risk for suicidal behavior and alcohol/substance abuse would have a genetic
predisposition mediated by this neurotransmitter system (Mann et al. 1999).

The serotonin (5-HTT) transporter gene is located on chromosome 17q11.1-q12
(Lesch, 1994) and has been appointed as a candidate gene for suicidal behavior
(Mann, 2001). A restriction fragment length polymorphism (RFLP) corresponding to a
44 base pairs insertion/deletion in the promoter region of this gene (5-HTTLPR),
originates two alleles (I- long and s-short). The “I”” allele has been associated with a
two to three-fold more efficient transcription of the gene, compared to the “s” allele
(Heils et al., 1996).

Anguelova et al. (2003), in a systematic review found an association between the
“s” allele with suicide victims or attempters compared to controls. These results were
not replicated in a recently meta-analysis due to differences in the methodology (Lin
and Tsai, 2004). This analysis provided significant evidence supporting the association
of the short allele with violent suicidal behavior in the psychiatric population.

We aimed to verify the association between the frequencies of the two alleles of
the 5-HTTLPR polymorphism in depressed patients who attempted suicide, compared

to controls.
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2. Material and Methods

We studied 84 patients (48 males and 36 females) older than 18 years (mean age=
35.39 + 13) admitted to an Emergency Hospital due to serious suicide attempt.
Diagnostic assessment of these patients was made by clinical psychiatric interview and
Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI) for adults (Sheehan et al.,
1998). The Beck’s Suicidal Intention Scale (SIS) was used for the patients, including
15 items, each scored 0 to 2 (Beck et al., 1974).

Suicide attempts were classified as violent (n=44) or non-violent (n=40). Injuries
by cutting (n=06), piercing objects (n=02), gunfire (n=09), poisoning by chemicals
(n=10), burns (n=10), hanging (n=01), fall from heights (n=04) and car hit (n=02)
were considered violent attempts, while all non-violent attempts were due to drug
intoxications.

Controls consisted of 152 blood donors (109 male and 43 females) to the Hospital
de Clinicas de Porto Alegre Blood Bank, with mean age of 35.65 + 10 years. This
study was approved by the institutional Ethics Committee and all patients have signed
Informed Consent.

Genetic studies consisted of amplification of the promoter region of the 5-HTT
gene containing the s and 1 polymorphic alleles according to Heils et al. (1996).

In the statistical analysis, frequency and distribution of alleles and genotypes
in patients and controls were compared by Chi-square (x°) and means by Student’s t
test. A dominant-recessive construct for the 5S-HTT gene was done, so that the LL
genotype was compared with the combined LS and SS genotypes, based on Lesch et
al., 1996. Categorical data is presented as percentage and continuous data, as means
and standard deviations. The statistical significance level adopted was 5%. Data was

analyzed using the SPSS 10.0 (Statistical Package for Social Science).
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3. Results

Sex distribution, race, sociocultural parameters and frequencies of alleles and
genotypes in patients and controls are shown in Table 1. We found higher risk for
suicide behavior among depressed patients being carriers of one or two short alleles.
No significant difference in the frequency of the 5S-HTTLPR polymorphism was found
between patients and controls, both regarding genotypes and frequency of the short
allele.

In 31% of the studied population, drug addiction (n=15) and alcoholism (n=26)
were comorbidities. Alcohol abuse concomitantly to the suicidal act was encountered
more often in patients with violent suicide (59.1%) compared to those who attempted
suicide by non-violent means (32.5%) (x* 5.96, p=0.015). In 70.5% of cases of violent
suicide attempt the subjects were male, while in the non-violent group 57.5% were
female (y° 6.69, p= 0.010). Regarding genotype frequency, patients with violent
suicide attempts (LL 22.7%, LS 47.7%, SS 29.5%) were not different from those with
non-violent attempts (LL 40%, LS 37.5%, SS 22.5%) (x* 2.93, p= 0.231). According
to allele frequency, no correlations were found among patients with violent attempt
(allele “1” 46.6%, allele “s” 53.4%) and non-violent attempt (allele “1” 58.75%, allele
“s” 41.25%) (x* 2.48, p= 0.115). The SIS scores for the different genotypes were not

statistically significant.

4. Discussion
The main finding of our study is the observation of a higher risk for suicide
behavior among depressed patients carrying the SS or SL genotypes, according to the

results of many studies reported in the literature (Lin and Tsai, 2004).
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No significant difference in the frequency of the 5S-HTTLPR polymorphism was
found between patients and controls, both regarding genotypes and frequency of the
short allele.

The conflicting results of genetic studies in psychiatry have been attributed to the
high risk for biases related to ethnic stratification (Bellivier et al., 2002).The possible
interference of ethnic differences in our results is understandable. Nevertheless, it is
important to mention that, Brazilians are one of the most heterogeneous populations in
the world, which is the result of five centuries of interethnic crosses of peoples from
Europe, Africa and Amerindians, which generates the trihybrid nature of our
population. Color of skin is a poor predictor of genomic ancestry and can lead to
misclassification of ethnic origin (Parra et al., 2003). We evaluated the use of
Genomic Control for Association Studies to check for possible ethnical factors
interference in our results (Devlin and Roeder, 1999). According to the proposed
methodology no ethnical influences were found in our study.

The increase of alcohol intake in patients with violent suicide attempts show that
we must pay attention to this population, although there was no association between
alcohol abuse and genotype and the ““s” allele.

The fact that we have found an increased frequency of depressed patients with
suicide attempts having one or two short alleles suggests that it is a special population
that might have some genetic vulnerability, corroborating the idea that the serotonin
transporter gene might be a susceptibility gene for suicidal behavior.

Such studies need to be replicated in other populations and with a larger number
of participants, for a better comprehension regarding the roles of serotonin system and

the genes involved in suicide attempt.
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Table 1. Demographic data and frequency of alleles and genotypes in patients and controls.

2

Subjects Controls X p-value
Variables* (n=84) (n=152)
Sex 5.16 0.023
Male 48 (57.2) 109 (71.7)
Female 36 (42,8) 43 (28.3)
Race 5.30 0.076
White 64 (76.2) 130 (85.5)
Mulatto 15 (17.9) 12 (07.9)
Black 05 (05,9) 10 (06.6)
Marital Status 16.05 0.001
Married 45 (53.6) 80 (52.6)
Single 20 (23.8) 62 (40.8)
Divorced/Separated 18 (21.4) 09 (5.9)
Widowed
01 (1,2) 01 (0.7)
Scholarship 7.60 0.022
Elementary school 57 (67.9) 75 (49.3)
High school 21 (25.0) 62 (40.8)
College 06 (7.1) 15(9.9)
Job 25.85 <0.001
Employed 39 (46.4) 110 (72.4)
Unemployed 36 (42.9) 42 (27.6)
Retired 09 (10.7) 0 (0.0)
Genotype 0.94 0.625
LL 26 (31.0) 56 (36.8)
LS 36 (42.8) 57 (37.5)
SS 22 (26.2) 39 (25.7)
Allele 0.45 0.502
1 88 (52.4) 169 (55.6)
S 80 (47.6) 135 (44.4)

* Variables presented as frequency (percentage)

Genotype SS and LS vs genotype LL: (x°0.394; p= 0.363, OR=1.301, 95% CI=0.737-2.296)

Allele s vs allele I: (32 0.45; p= 0.502, OR=1.138, 95% CI= 0.780-1.661)
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Table 2. Type of suicide compared to alcohol usage, alcohol dependency, sex and distribution

of allelic and genotypic frequencies.

Type of attempt X p value
Variables* Violent Non-violent
Use of Alcohol in SA
Use of alcohol 26 (59.1) 13 (32.5) 5.96 0.015
No alcohol use 18 (40.9) 27 (67.5)
Sex
Male 31 (70.5) 17 (42.5) 6.69 0.010
Female 13 (29.5) 23 (57.5)
Genotype*
LL 10 (22.7) 16 (40.0) 2.93 0.231
LS 21 (47.7) 15 (37.5)
SS 13 (29.5) 09 (22.5)
Allele”
1 41 (46.6) 47 (58.75) 2.48 0.115
S 47 (53.4) 33 (41.25)

* Variables presented as frequency (percentage)



56

Acknowledgements
This work received financial support from FIPE-HCPA (grant # 02-097). C. Pujol was
supported with a BIC scholarship from FAPERGS.

References

Anguelova M., Benkelfat C., Turecki G., 2003. A systematic review of association studies
investigating genes coding for serotonin receptors and the serotonin transporter: II.

Suicidal behavior. Molecular Psychiatry 8, 646—653.

Beck A.T., Shuyler D., Herman 1., 1974. Development of suicidal intent scales. In: Beck A.T.

(Ed), The Prediction of Suicide, Charles Press, Philadelphia, PA, pp 45-56.

Bellivier F., Roy 1., Leboyer M., 2002. Serotonin transporter gene polimorphisms and

affective disorder-related phenotypes. Current Opinion in Psychiatry 15, 49-58.

Devlin B. and Roeder K., 1999. Genomic control for association studies. Biometrics 55, 997-

1004.

Heils A., Teufel A., Petri S., Stober G., Riederer P., Bengel D., Lesch P., 1996. Allelic
variation of human serotonin transporter gene expression. Journal of Neurochemestry 66
(6),2621-2624.

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

95, 157-162.



57

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

1030.

Mann J.J., Waternaux C., Haas G.L., Malone K.M., 1999. Toward a clinical model of suicidal

behavior in psychiatric patients. American Journal of Psychiatry 156,181-189.

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

467-477

Parra F.C., Amado R.C., Lambertucci J.R., Rocha J., Antunes C.M. and Pena S.D.J.,

2003.Color and genomic ancestry in Brazilians. PNAS, 100 (1), 177-182.

Sheehan D.V., Lecrubier Y., Sheehan K.H., Amorim P., Janavs J., Weiller E., Hergueta T.,
Baker R., Dumbar G.C. 1998. Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI): the
development and validation of a structured diagnostic psychiatric interview for DSM-IV

and ICD-10. Journal of Clinical Psychiatry 59 (suppl 20), 22-23.

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

335-349.



58

Consideracoes Finais

O comportamento suicida tem sido o foco de atengdo de diversos pesquisadores ao
redor do mundo devido a sua impressionante freqii€ncia. Mesmo ja havendo defini¢des sobre
os fatores de risco e protecdo do suicidio, estes ainda se constituem insuficientes na prevencao
e no tratamento do problema. Muitos suicidios ocorrem de forma inesperada e outros mesmo
esperados por seu risco parecem ser imprevisiveis. Apenas uma minoria ¢ desencadeada por
eventos estressantes em pessoas com uma vida emocional saudavel e nesses casos o risco de
um comportamento suicida ¢ geralmente temporario e potencialmente prevenivel. Todos os
esforcos tém sido feitos para a pesquisa deste comportamento. A Organizagdo Mundial da
Saude vém se mostrando atenta ao fato, estimulando projetos de pesquisa e prevengdo. O
desenvolvimento de novas tecnologias de avaliacdo como os estudos de neuroimagens, do
tomografo por emissdo de positrons, dos estudos bioquimicos e genéticos nos oferecem meios
para uma melhor compreensdo dos mecanismos biologicos envolvidos no suicidio e nas
tentativas de suicidio. Estas tecnologias podem fornecer a possibilidade de uma intervencao
terap€utica mais precoce € oportuna em pacientes com alto risco para suicidio.

Em um pais como o nosso, mesmo em desenvolvimento, a pesquisa se mostra viavel e
relevante visto que incidéncia anual de suicidio no Brasil e em especial no Rio Grande do Sul
se aproxima da incidéncia dos paises desenvolvidos. Além dos véarios estressores sociais
como o desemprego, temos o alcoolismo, a dificuldade de acesso ao atendimento médico e
principalmente psiquiatrico como fatores que podem aumentar nosso risco a tal
comportamento. Além disso, em um pais com as caracteristicas do Brasil ¢ dificil avaliar a
distribuicdo sem considerar as diferengas étnicas e a miscigenacdo conferindo um grau de
heterogeneidade variavel entre as regides. Varios estudos referentes ao polimorfismo do gene
transportador da serotonina tém resultados diferentes entre diferentes grupos étnicos ao redor

do mundo.
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O fato de termos encontrado uma associacao do alelo “s” em sujeitos deprimidos que
tentaram o suicidio sugere que se trata de uma populagdo “especial” que pode ter uma
vulnerabilidade genética, corroborando a idéia do gene transportador da serotonina ser um
gene de suscetibilidade ao comportamento suicida. A deteccao desta populagdo ¢ importante,
uma vez que medidas preventivas podem ser sugeridas para estes individuos. A maior
ocorréncia do uso de alcool nos pacientes com tentativas de suicidio violentas mostra que
também devemos estar atentos a esta populagdo onde a probabilidade de suicidio ¢ maior do
que no grupo que ndo tem historia prévia. E evidente que mais estudos precisam ser
realizados, mas esse trabalho mostra o quanto devemos estar atentos. A pesquisa com genes
candidatos pode ser um precioso aliado para a preven¢dao do comportamento suicida, dos

quadros depressivos € comorbidos.
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9. Divulgacdo parcial dos resultados

9.1 Eventos
IX Jornada de Psiquiatria da Regifio Sul, 2003: “Aspectos Moleculares do

suicidio: analise do gene transportador da serotonina”.

23" Semana Cientifica do HCPA, 2003: “Aspectos Moleculares do suicidio:

analise do gene transportador da serotonina”.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Informado

Projeto de Pesquisa: “ASPECTOS MOLECULARES DO SUICIDIO:
ANALISE DO GENE TRANSPORTADOR DA SEROTONINA”

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

doenca depressiva e com o suicidio.

Risco e Desconforto

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

profissional treinado e experiente.

Beneficios

O presente estudo ndo se propde a trazer beneficios diretos e imediatos aos pacientes
investigados. Mas o estudo pode contribuir para uma melhor compreensdo a respeito do
suicidio, que no futuro, leve a uma melhor definicdo do diagnoéstico, do tratamento ¢ do
prognoéstico dos pacientes e ao desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais efetivas para

esta situacao.

Recusa ou Descontinuacdo da participacdo

Eu entendo que a participacdo neste estudo ¢ voluntdria e que posso, a qualquer
momento, retirar meu consentimento e interromper minha participagdo. A recusa em

participar ou a desisténcia ndo ocasionara nenhum prejuizo aos cuidados médicos que estou
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recebendo nem esta condicionado a continuidade do tratamento que recebo no Hospital de
Pronto Socorro.

Pelo presente termo, declaro que fui informado, de forma clara e detalhada, sobre o
presente  projeto de pesquisa, e que tive minhas duavidas esclarecidas

por . Fui igualmente informado sobre a

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

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

Nome do participante ou responsavel

Assinatura do participante ou responsavel

Responsabilidade do pesquisador

Eu expliquei a 0 objetivo

deste estudo, os procedimentos requeridos € os possiveis riscos e beneficios, usando o meu
melhor conhecimento. Eu me comprometo a fornecer uma cépia desse formulario de

consentimento ao participante ou responsavel e cumprir com aquilo que foi informado ao

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

Contato: Dr. Jair Segal, psiquiatra do HPS (Fone: 32897999).
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Anexo A — Protocolo de Investigacdo para o Suicidio (Elaborado por Jair Segal)
Dados Basicos da Identificacao:

Prontuério:

DN: / / Idade:

Estado civil: solteiro ( ) casado () separado () divorciado () viavo ()
Adotivo:

Orientacao sexual:

Religido:

Local de trabalho: Trabalho informal: Desempregado:
Endereco:

Telefone:

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

Grau de instrucgao/ escolaridade:

Local onde estuda:

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

Telefone e enderego da referéncia:

Numero de filhos:

Idade dos filhos:

Status sdcio-econdmico:

Renda média pessoal/familiar:

Estrutura social da familia: () Integrada ( ) Desintegrada () Refeita

Dados da historia:
Método utilizado:

65

Neuroléptico: Nome genérico: Dose aproximada:

mg

Alcool:

Benzodiazepinicos

Opiaceos

Organofosforados

Outros:

Enforcamento:

Ferimento com arma branca:

Ferimento com arma de fogo:

Quedas de locais / acidentes de transito:

Ateamento de fogo/ sufocamento por gas ou combustiveis:

Ferimentos auto inflingidos (cortes com laminas):

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

Fatores desencadeantes presentes:
Morte de familiar: ()
Briga e/ou Rompimento de relacionamento afetivo: ()
Perdas materiais: ()
Motivo ndo compreensivel () Qual:
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Numero de tentativas anteriores:

Tipos de tentativas:

Letalidade das tentativas: Alta () Média () Baixa ()

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

Local onde internou:

Passagens pelo HPS:

Uso ou abuso de substancias psicoativas: (comorbidades)

Atual Passado Idade do inicio | Tempo de uso

Alcool:

Tabaco:

Estimulantes:

Benzodiazepinicos:

Antidepressivos:

Antipsicoticos:

Inalantes:

Canabis:

Uso de medicamentos clinicos:
Tipo: Anti-hipertensivo ()
Antiinflamatorio ()
Outros:
Procurou ajuda para algum tipo de problema emocional no ultimo semestre ou ano:
Historia familiar de doenca mental

Doenga bipolar:

Esquizofrenia:

Drogadicao:

Alcoolismo:

Transtornos de personalidade:

Retardo Mental:

Histoéria de internagdes psiquiatricas na familia:
Local de atendimento:

Histoéria de suicidio na familia:
Tipo de tentativa utilizada:
Grau de parentesco:

Heredograma:
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