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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Juliana Chagas de Menezes

Introducio: O transtorno bipolar (TB) ¢ uma doenga psiquiatrica caracterizada por mudangas de humor
cronicas, onde o paciente apresenta episodios de mania, hipomania e depressdo, causando comprometimento
funcional por lesdo social e cognitiva. Os casos também apresentam maior risco de suicidio. O transtorno bipolar
¢ uma doenca comum que afeta de 1% a 4% da populagdo mundial e representa um importante problema de
saude publica. Os mecanismos moleculares subjacentes a doenga ainda ndo estdo bem elucidados, representando
um desafio importante na psiquiatria. As agdes de multiplos genes em interagdo com fatores ambientais, como
consumo de alcool, toxicodependéncia e abuso fisico, contribuem para a manifestacdo da doenca. Alguns genes
sdo considerados candidatos a fatores de risco para o desenvolvimento do transtorno bipolar como, por exemplo,
os genes CACNAIC, ODZ4, NCAN, FTO, TNF-A, IL-10, IL-6, BDNF e SERPI que desempenham papéis
importantes no desenvolvimento e na regulacdo neuronal, conectividade sinaptica, mielinizag¢@o, orientacdo
axonal, mediagdo da resposta inflamatoria, controle da resposta imune e na protegdo contra a morte neuronal.
Objetivo: Neste estudo caso-controle, avaliamos se os polimorfismos de unico nucleotideo (SNPs), localizados
nos genes listados, podem ser considerados fatores de risco ou moduladores genéticos do quadro clinico de casos
com TB em uma amostra de casos e voluntarios saudaveis do Estado do Rio de Janeiro.

Métodos: Foi coletado material biologico (sangue ou saliva) de 104 casos e 202 controles, e em seguida foi feita
a extracdo de DNA. A genotipagem dos SNPs foi realizada pelo método de polimorfismo de tamanho de
fragmento de restrigdo (RFLP) para os genes ODZ4 ¢ NCAN. Foi realizado sequenciamento de Sanger para
estudo do gene NCAN. E foi utilizado o método reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real para os
genes, FTO, TNF-A, IL-10, CACNAIC, IL-6, BDNF e SERPI. As distribui¢des dos genotipos foram comparadas
entre casos e controles e também entre casos com diferentes parametros clinicos para avaliar o possivel papel
desses polimorfismos no desenvolvimento de TB e/ou na modulacdo da doenca.

Resultados e conclusio: Nio foram encontradas diferencas significantes entre casos e controles nas
distribuigdes genotipicas. No entanto, na comparag@o do polimorfismo presente no gene F'70 com a presenga de
recorréncia familiar da doenga, tipo de TB e auséncia de episddios psicoticos, /L-6 com ocorréncia de episodio
psicotico, IL-10 com ocorréncia de episoédio depressivo, CACNAIC e tipo de TB, e SERPI com tipo de TB,
observamos resultados com significancia estatistica, o que pode sugerir uma possivel associa¢ao destes SNPs em
pacientes com TB.

Palavras-chave: transtorno bipolar, SNP, FTO, IL-6 ¢ IL-10
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN CELLULAR AND MOLECULAR BIOLOGY

Juliana Chagas de Menezes

Introduction: Bipolar disorder (BD) is a psychiatric disease characterized by chronic mood swings, in which the
patient suffers episodes of mania, hypomania and depression, causing functional impairment as a cause of social
and cognitive damage. The cases also have a higher risk of suicide. Bipolar disorder is a common disease that
affects 1% to 4% of the world's population and represents an important public health problem. The molecular
mechanisms underlying the disease are still not well elucidated, representing a major challenge in psychiatry.
The action of multiple genes in interaction with environmental factors, such as alcohol consumption, drug abuse
and physical abuse, contribute to the manifestation of the disease. Some genes are considered candidates for risk
factors for the development of bipolar disorder, for example, CACNAIC, ODZ4, NCAN, FTO, TNF-A, IL-10, IL-
6, BDNF and SERPI genes which play important roles in development and in regulating synaptic connectivity,
myelination, neuronal and axonal guidance, mediation of the inflammatory response, control of the immune
response and protection against neuronal death.

Aim: In this case-control study, we assess whether the SNPs, located in the genes listed, can be considered risk
factors or genetic modulators of the clinical presentation of BD cases in a sample of cases and healthy volunteers
in the State of Rio de Janeiro.

Methods: Were collected biological material (blood or saliva) of 104 cases and 202 controls, followed by DNA
extraction. The genotyping of SNPs was held by Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) for ODZ4
and NCAN genes. Sanger sequencing was performed for SNP genotyping for NCAN. And we used the real time
polymerase chain reaction method (real time PCR) for the genes, FTO, TNF-A, IL-10, CACNAIC, IL-6, BDNF
and SERPI. The genotypes were compared between cases and controls, and also between cases with different
clinical parameters to evaluate the possible role of these polymorphisms in the development and/or the
modulation of disease.

Results and conclusions: No significant differences were found between cases and controls in the genotype
distributions. However, the comparison of this FTO gene polymorphism with the presence of familiar recurrence
of the disease, type of BD and absence of psychotic episodes, IL-6 with occurrence of psychotic episode, IL-10
with occurrence of depressive episode, CACNAIC, and type BD, and SERP1 with type of BD, we observed
results with statistical significance, which may suggest a possible Association of these SNPs on patients with
BD.

Keywords: bipolar disorder, SNP, FTO, IL-6 ¢ IL-10
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1. INTRODUCAO

O transtorno bipolar (TB) ¢ uma desordem mental que leva ao comprometimento
funcional progressivo do paciente devido ao seu inicio precoce, gravidade e cronicidade (1). E
caracterizada por alteragdes de humor frequentes e recorrentes, variando entre episddios

maniacos e episodios depressivos (2).

1.1 Historico

A primeira descrigdo sobre alteracdes de humor ¢é proveniente da Grécia Antiga, que
se baseava na teoria dos quatro humores corporais que representavam as enfermidades, sendo
eles, sangue (sanguinea), fleuma (fleumadtica), bile amarela (colérica) e bile negra
(melancolica) (3). A melancolia foi descrita por Hipdcrates, que a caracterizava como um
estado prolongado de medo e tristeza, devido ao predominio da bile negra (4). A mania
também foi descrita na Grécia Antiga, sendo referente a estados psicoticos agitados, podendo
ter sua causa justificada por fatores alheios ao balango dos humores, como um tipo de
inspiragao origindrio da poesia, da divindade ou do amor (5). Para descrever os episodios
mais brandos de euforia, Mendel passou a utilizar o termo hipomania, que se tratavam de
quadros clinicos com caracteristicas de mania, mas que ndo evoluiam para a mania

propriamente dita (6).

As primeiras informacdes da doenga maniaco-depressiva datam do Século I depois de
Cristo, quando Areteu da Capadodcia (Figura 1.1), descreveu e estabeleceu a mania e a

melancolia como caracteristicas distintas da mesma doenga (7, 8).



Figura 1. 1: Areteu da Capaddcia, conhecido como clinico da mania, por ser o primeiro a descrever de maneira
clara 0 transtorno bipolar. Fonte: Psiquiatria Online -
https://psiquiatriaonlinebr.wordpress.com/2015/06/25/parte-5-areteu-da-capadocia-o-clinico-da-mania/- acessado

em 05 de dezembro de 2017.

Emil Kraepelin (1899) (Figura 1.2) estabeleceu o modelo médico da doenca baseado
em observagoes clinicas que vao desde os sintomas até a sua evolu¢ao ao longo do tempo,
atendo-se aos fatores psiquicos e sociais. Neste momento, a doenga passou a ser conhecida

por “psicose maniaco-depressiva (PMD)” (9).

Figura 1. 2: Emil Kraepelin. Fonte: Psychology Today https://www.psychologytoday.com/blog/ mood -
swings/200805/relax-youre-not-bipolar - Acessado em 05 de dezembro de 2017.

Kraepelin e Weingandt dividiram a atividade psiquica em trés dominios: Afeto,
pensamento e atividade motora e, separaram os quadros clinicos em puros e mistos. Os
quadros puros sao referentes aos estados maniacos ou depressivos. Os quadros mistos

referem-se a ocorréncia de sintomas relacionados a mania e a depressio de forma
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concomitante (4). Kraepelin descreveu que a PMD possuia evolugdes distintas, uma com a
melancolia recorrente e a outra chamada de bipolar, que possui tanto as formas melancoélicas
como as formas depressivas. Portanto, Kraepelin considerava que essas evolugdes variadas
eram referentes a um unico processo clinico (10, 11). Estudiosos da época, como Philippe
Chaslin (1899) se opunham a concepgdo de Kraepelin, por julgar que PMD e melancolia
tratavam-se de condi¢des independentes. Carl Wernicke (1899) considerava que mania e
melancolia eram diferentes da PMD. Essas ideias eram apoiadas por outros dois estudiosos,
Karl Kleist (1949) e seu discipulo Karl Leonhard (1957) (3). Em 1949, Edda Neele iniciou um
estudo para investigar as depressdes monopolares ou psicoses monopolares, que consistiam na
manifestagdo de mania ou depressao e, as depressdes bipolares ou psicoses bipolares, quando
ha a associagdo da mania e da depressao (8). Na década de 60, outros autores partilhavam do
mesmo pensamento de Wernicke, Kleist e Leonhard, a PMD deveria ser dividida em unipolar

e bipolar (3, 6).

Em 1976, Dunner, além de descrever a importancia clinica da hipomania, também foi
o responsavel por cunhar o termo transtorno bipolar, que ¢ utilizado atualmente pelo Manual

de Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais (DSM) (12, 13).

1.2 Aspectos Clinicos do transtorno bipolar

No estado maniaco o paciente entra em estado de euforia excessiva, fuga de ideias,
aumento da atividade motora, irritabilidade, podendo surgir episddios psicoticos e ocasionar a
internagdo do paciente. A duracdo da mania ¢ de no minimo uma semana, estando o humor
elevado ou a irritabilidade presente na maior parte do dia e em quase todos os dias (4, 14). J&
o quadro de hipomania ¢ caracterizado por elevagdes de humor e disturbios comportamentais
e funcionais mais brandos e mais réapidos do que na mania. A hipomania possui um menor

impacto negativo e funcional no paciente, no entanto ¢ capaz de desencadear a mania (14).

No quadro depressivo o paciente entra em estado de tristeza profunda, lentidao
psicomotora, inibi¢do do pensamento e exclui-se do convivio social, podendo apresentar
ideias suicidas ou cometendo o suicidio. Desta forma, o TB apresenta uma alta taxa de
mortalidade decorrente dos episddios depressivos. A taxa de suicidios entre casos com TB ¢

20 vezes maior quando comparada com a populaciao em geral (4).



No estado misto os sintomas maniacos e depressivos ocorrem concomitantemente com
os dominios afeto, pensamento e atividade motora atuando em diregdes opostas. Os episodios
mistos sdo caracterizados por um periodo de tempo de, no minimo, uma semana, no qual o
paciente apresenta rapida alternancia de humor, e sintomas como hiperatividade, desregulacao

do apetite, distirbios do sono, aspectos psicoticos e comportamento suicida (13) (Figura 1.3).

e Episodio Maniaco
ED\S(.xfIU Mania (humor imitavel ou anormalmente elevado ou expans fve!)
Maniaco
Episodio

Hipomaniaco Episodio Depressivo Maior

Humor deprimido ou perda de interesse acompanhados de 4
outros sintomas que incluem alteragdo no peso, sono e/ou ve-
locidade psicomotora, sentimentos de culpa e inutilidade, fa-

diga e capacidade diminuida para pensar ou concentrar-se.

Episodio

com Episodio Hipomaniaco
Caracte- Hipomania (Humor elevado, expansivo ou immitavel, menos gra-
risticas ve e de duragao mais breve que a mania)
Mistas

Episodio com Caracteristicas Mistas

Preenche os critérios para um Episédio Depressivo Maior ou
Hipomania/Mania além de apresentar ao menos 3 sintomas
do polo oposto.

Episodio
Depressivo

Figura 1. 3: Episodios de humor no Transtorno Bipolar. Oscila¢cdes de humor e caracteristicas dos episodios.

(Adaptado de Stahl, 2013 (15)).

Os pacientes com TB também podem apresentar um quadro de transtorno chamado de
ciclotimico que € caracterizado por periodos hipomaniacos e depressivos de maneira alternada
por pelo menos dois anos, porém, sem atender aos critérios de mania, hipomania ou depressao
(2, 4, 13, 16-18). Durante o estado denominado como eutimia, 0 paciente encontra-se em

quadro estavel, e apresenta remissao dos sintomas (19).

As mudangas de humor em casos com TB levam a uma diminui¢do nas fungdes
executivas e verbais, no aprendizado, no processamento da informacdo e na sustentacdo da
atencao (20, 21). Tais caracteristicas estdo presentes em todas as fases da doenga (22, 23).
Estudos sugerem que episddios maniacos causam déficits mais severos quando comparados
com déficits causados em episddios depressivos e eutimicos (24). Estudos anteriores
demonstraram que esses déficits podem ser compartilhados por familiares de primeiro grau

que nao possuem a doenga (25, 26).

1.2.1 Classificagdo da doenga

De acordo com o DSM-V, o TB pode ser classificado em tipo 1 e tipo 2 (13). O TB

tipo 1 ¢ caracterizado pela ocorréncia de episédio maniaco (independentemente da ocorréncia
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de um episédio depressivo). O TB tipo 2 ¢ caracterizado por episddios depressivos alternados
com episodios hipomaniacos mais brandos. Neste caso, o paciente apresenta bom humor e

melhora transitoria do funcionamento ocupacional devido ao aumento da produtividade (13).

A doenca pode ter seu inicio em varias idades, geralmente ocorrendo durante a
adolescéncia ou no inicio da vida adulta. O seu diagnodstico pode demorar anos devido a
complexidade clinica e a frequente sutileza dos sintomas no momento da sua manifestagao
inicial (27). A idade média para o primeiro episddio do TB-1 ¢ de 18 anos, enquanto que no

TB-2, é de 25 (13).

1.2.2 Comorbidades

Pacientes bipolares apresentam determinadas doencas em uma propor¢ao maior que a
populacdo em geral, como por exemplo, a sindrome metabdlica que estd presente em 30% dos
portadores de TB, além de doencas cardiovasculares, problemas na tireoide e cancer (28-31).
A alta taxa de mortalidade deve-se também, aos efeitos colaterais dos medicamentos

utilizados para o tratamento (32).

1.2.3 Diagnéstico

O diagnostico do TB baseia-se na historia clinica, bem como na avaliacao do estado
mental do paciente (33). Diversos aspectos devem ser avaliados e considerados para o

diagnodstico de um episddio maniaco (Quadro 1.1) ou hipomaniaco (Quadro 1.2) (13).



Quadro 1. 1: Critérios para diagnéstico de episdédio maniaco.

Critérios Diagnosticos para Episodio Maniaco

Um periodo distinto de humor anormal e persistentemente elevado, expansivo ou irritavel
e aumento anormal e persistente da atividade dirigida a objetivos ou da energia, com
duracdo minima de uma semana e presente na maior parte do dia, quase todos os dias (ou

qualquer duragdo, se a hospitalizagdo se fizer necessaria).

Durante o periodo de perturba¢do do humor e aumento da energia ou atividade, trés (ou
mais) dos seguintes sintomas (quatro se o humor ¢ apenas irritavel) estdo presentes em

grau significante e representam uma mudanga notavel do comportamento habitual:

1. Autoestima inflada ou grandiosidade.

2. Reducdo da necessidade de sono (exemplo: sente-se descansado com apenas trés horas

de sono);

3. Mais loquaz que o habitual ou pressdo para continuar falando.

4. Fuga de ideias ou experiéncia subjetiva de que os pensamentos estio acelerados.

5. Distrabilidade (exemplo: a atencdo ¢ desviada muito facilmente por estimulos externos

insignificantes ou irrelevantes), conforme relatado ou observado.

6. Aumento da atividade dirigida a objetivos (seja socialmente, como no trabalho ou na
escola, ou sexualmente) ou agitagdo psicomotora (exemplo: atividade sem propésito ndao

dirigida a objetivos).

7. Envolvimento excessivo em atividades com elevado potencial para consequéncias
dolorosas (exemplo: envolvimento em surtos desenfreados de compras, indiscrigdes

sexuais ou investimentos financeiros insensatos).

A perturbacdo do humor ¢ suficientemente grave a ponto de causar prejuizo acentuado no
C | funcionamento social ou profissional ou necessidade de hospitalizagdo a fim de prevenir

dano a si mesmo ou a outras pessoas, ou existem caracteristicas psicoticas.

O episddio ndo ¢€ atribuivel aos efeitos fisiologicos de uma substancia (exemplo: droga de

abuso, medicamento, outro tratamento) ou a outra condi¢ao médica.




Quadro 1. 2: Critérios para diagnoéstico de episdédio hipomaniaco.

Critérios Diagnésticos para Episédio Hipomaniaco

Um periodo distinto de humor anormal e persistentemente elevado, expansivo ou irritavel
A | e aumento anormal e persistente da atividade ou energia com dura¢do minima de quatro

dias consecutivos e presente na maior parte do dia, quase todos os dias.

Durante o periodo de perturbacdo do humor e aumento de energia e atividade, trés (ou
mais) dos sintomas do critério B para episédio Maniaco (quatro se o humor & apenas
irritavel) persistem, representam uma mudanca notavel em relagdo ao comportamento

habitual e estdo presentes em grau significante.

O episodio esta associado a uma mudanca clara no funcionamento que ndo ¢ caracteristica

do individuo quando assintomatico.

A perturbacdo do humor ¢ a mudanga no funcionamento sdo observaveis por outras

pessoas.

O episddio ndo ¢ suficientemente grave a ponto de causar prejuizo acentuado no
E | funcionamento social ou profissional ou para necessitar de hospitalizacdo. Entretanto,

existindo caracteristicas psicoticas, por defini¢do, o episddio ¢ maniaco.

O episoédio ndo ¢ atribuivel aos efeitos fisiolégicos de uma substancia (exemplo: droga de

abuso, medicamento ou outro tratamento).

A depressao ¢ o quadro mais comum entre os casos € a maior causa de incapacitagao,
embora a caracterizagdo da doenca seja baseada na presenga de sintomas maniacos ou

hipomaniacos (34).

Embora o TB possua seus parametros especificos de diagndstico, observa-se uma
significante variacao de caracteristicas clinicas particulares como intensidade, evolugdo e
outras peculiaridades em individuos afetados. Por exemplo, alguns casos podem apresentar
prevaléncia de sintomas de depressdo, enquanto outros apresentam dominancia do humor
agressivo e hiperativo (35). Aproximadamente metade dos individuos diagnosticados com TB

sofrem experiéncias de distor¢do da realidade como alucinacdes ou delirios (36).

Devido ao conjunto de sintomas ser compartilhado com varias outras desordens
psiquiatricas, parametros precisos de diagnéstico ndo sdo claramente definidos. Nao ¢

incomum a revisdo de um diagnostico ao longo da vida de um paciente. Devido a esta
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heterogeneidade a doenca tem sido considerada um grupo de transtornos mentais
relacionados, denominados de transtornos do espectro bipolar (37-39). Além disso, a
ansiedade, o abuso de substancias ilegais, a dependéncia de alcool e o transtorno de déficit de
atencao e hiperatividade (TDAH) sdo caracteristicas que frequentemente coexistem com o
TB. A causa desta complexidade clinica ainda ndo ¢ conhecida. Entretanto, acredita-se que

estas condi¢des possam compartilhar moduladores genéticos comuns.

1.3 Epidemiologia

As desordens mentais afetam aproximadamente de 5 a 25% da populacdo adulta
mundial e sdo as principais causas de incapacidade, segundo dados da Organizagdo Mundial
de Saude (OMS) (40, 41). O TB ¢ responsavel pelo acometimento de 1 a 4% da populacao
mundial, aproximadamente 30 milhdes de individuos, independente de etnia, nacionalidade

e/ou status socioeconomico (9, 42, 43).

Estima-se que o TB seja a 17* causa de incapacitagdao na Europa, representando 1,6%
do total quando comparado com outras doengas que levam a incapacitagdo do individuo, e
esse quadro permanece ainda que o paciente entre em eutimia (41). Isto ocorre devido ao fato
da idade de manisfestacao ser aos 20 anos, que ¢ a fase de maior produtividade do individuo
(44-46). Segundo o Instituto Nacional de Saude Mental (NIMH), 2,6% dos adultos sdo
afetados pelo TB nos Estados Unidos. No Brasil, estima-se que ~ 1% da populagdo tenha sido

diagnosticada com TB (47, 48).

Na década de 1990, o TB foi responsavel por causar a incapacitacdo de ~ 6,6 milhdes
de pessoas ao redor do mundo. E em 2013, esse nimero subiu para cerca de 9 milhdes. Passou
de 76 para 19? principal causa de doencas incapacitantes e, de 54* para 16" principal causa de
mortalidade e morbidade prematura durante os anos em que o paciente se encontra
incapacitado. Entre 1990 e 2013, o numero de casos subiu de 32,7 milhdes para 48,8 milhdes
de pessoas afetadas, o que equivale a um aumento de 49,1% na prevaléncia da doenca (1, 49-

51).

Dados mundiais demonstraram que o TB acomete homens e mulheres de maneira
diferente. Foi observado que a prevaléncia o TB-1 ¢ maior em homens, enquanto que no TB-

2, esta taxa ¢ maior em mulheres. Estes estudos também demonstraram que 76,5% dos



individuos diagnosticados apresentaram outros transtornos ao longo da vida, como transtornos

de ansiedade, comportamentais e relacionados ao abuso de substancias (52).

1.4 Etiologia

O TB ¢ uma doenga complexa e multifatorial, desencadeada através da interacao entre
fatores ambientais e genéticos. Esta desordem representa um grande problema de satde
publica e um dos maiores desafios e interesses da neurociéncia moderna, pois seu mecanismo
de manifestagdo ainda nao ¢ bem elucidado (16). Dentre o conjunto de fatores ambientais, o
desencadeamento e a evolugcdo do TB sao influenciados por eventos como, o consumo de
alcool, a dependéncia de drogas, a ocorréncia de algum trauma precoce e por eventos
aversivos de grande significancia na vida do paciente (53). Situagdes de estresse ao final da
adolescéncia também podem levar ao surgimento da doenca, mas o primeiro episddio

maniaco pode ocorrer em qualquer momento da vida (54).

Diversos estudos ja demonstraram uma possivel associacdo de algumas citocinas com
o TB. Células da imunidade inata presentes no sistema nervoso central (SNC) como a
microglia, participam do processo de neuroinflamacdo. Quando ocorre a ativacdo deste
processo, aumenta a producdo de citocinas que afetam a plasticidade sindptica e regides

importantes para a regulagdo do humor (55-57).

Sabe-se que o cérebro ¢ protegido por uma barreira hemato-encefalica, que nao
permite que haja contato entre o cérebro e mediadores imunes (58, 59). Porém, ha estudos que
observaram que o tecido cerebral ¢ capaz de gerar processo imune (58, 60). Uma
desregulacdo cronica do sistema imune que seja capaz de ativar células como macrofagos e
células T também podem contribuir possivelmente para a patogénsese de desordens mentais

como a esquizofrenia e o TB (61, 62).

Os estudos acerca da herdabilidade desta desordem iniciaram-se nas décadas de 70 e
80, quando identificaram que um possivel fator genético poderia estar associado ao seu
desenvolvimento (63). Anos mais tarde, foi possivel observar que a chance de recorréncia de
TB em gémeos monozigdticos varia de 40 a 70% de desenvolver o TB. Enquanto que em
parentes de primeiro grau, esta taxa varia entre 5-10%. Um individuo normal, que ndo possua

grau de parentesco com casos, apresenta um risco entre 0,5-1,5%, sugerindo que esta
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desordem apresenta alta herdabilidade (Figura 1.4) (54, 64). Dentre os tipos de TB, o tipo 2

apresenta a maior taxa de recorréncia familiar (15).

A B C
o e [ @ 5
12 Geracdo 12 Geracdo w T 12 Geragdo w w
22 Geragdo 5] 22 Geragao | | 22 Geragao : :
0,5-1,5%

5-10% 40-70%

Figura 1. 4: Risco de desenvolvimento do transtorno bipolar. Individuo de cor azul — Sinaliza o risco daquele
individuo de desenvolver a doenga considerando a recorréncia da doenga em sua estrutura familiar; Individuo de
cor preta — Casos com a doenga. A — Risco em individuos sem recorréncia familiar; B — Risco em familiares de

primeiro grau e irmaos; C - Risco em familiares de primeiro grau e gémeos monozigdticos (O autor, 2018).

A susceptibilidade ao TB ¢ provavelmente influenciada por multiplos fatores genéticos
de efeito pequeno a moderado e os resultados de experimentos de rastreamento de
polimorfismos em todo o genoma sustentam este modelo poligénico (65). Estudos de
associagdo por varredura do genoma (“Genome-Wide Association Study” - GWAS)
demonstraram uma possivel associagdo poligénica ao TB, sugerindo diversos genes
candidatos como 0 ODZ4, CACNAIC e NCAN (66-68). Além destes estudos, outros genes ja
foram associados com o TB e com outras desordens mentais como FT0O, TNF-A, IL-6, IL-10,

BDNF e SERPINA 1.

E importante destacar que genes como, CACNAIC, NCAN, FTO e BDNF, possuem
efeitos pleiotropicos, que provavelmente sdo compartilhados entre as desordens de humor e as

doencas cardio-metabolicas (69) (Figura 1.5).
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Figura 1. 5: Esquema do efeito pleiotropico dos genes CACNAIC, NCAN, FTO e BDNF, entre as desordens de humor (TB — Transtorno Bipolar; DDM — Desordem

Depressiva Maior) e as doengas cardio-metabdlicas. (Adaptado de Amare et al., 2017 (69)).
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1.4.1 SNPs (Polimorfismo de Unico Nucleotideo)

Polimorfismos genéticos sao variacdes que podem ocorrer a nivel génico,
cromossOmico ou proteico, € que estdo presentes em mais de 1% de uma determinada
populacdo. Os SNPs sdo polimorfismos de tinico nucleotideo, que se baseiam em uma troca

na sequéncia de DNA, onde um tnico nucleotideo ¢ afetado (70).
1.4.2 Genes

1.4.2.1 ODZ4 (Proteina Transmembrana Teneurina 4)

O gene ODZ4 esta localizado no braco longo do cromossomo 11, na regido 14.1, e ¢
responsavel por codificar uma proteina transmembranar conhecida como Teneurina, expressa
predominantemente nos neurdnios, € que tem como funcao regular a conectividade sindptica
durante o desenvolvimento cerebral. Esta proteina também participa do desenvolvimento e
diferenciagdo de oligodendrdcitos e atua na mieliniza¢do dos axonios (71-73). Em um recente
estudo, foi feita a confirmagdo da susceptibilidade do gene com o risco de desenvolvimento
do TB (74). Este gene esté relacionado nao s6 com o TB, mas também com outras doengas
como as desordens do espectro autista, a desordem de hiperatividade e déficit de atengao, a

depressdo severa e a esquizofrenia (65).

O gene possui mais de 14.000 variantes, dentre elas, uma variante que causa a
substituicdo de uma treonina por uma asparagina na posicdo 1367 da proteina codificada
(p.T1367N). Esta mutagdo ¢ responsavel por desencadear o tremor hereditario, que ¢
caracterizado pelo acimulo da proteina mutada na membrana da célula (73). A variante
responsavel pela associagdo com o TB ¢ a rs12576775, que é uma troca de A>G, localizada
na regido intronica. Esta variante também foi relacionada a outras desordens mentais, dentre

elas, a desordem do espectro autista e a esquizofrenia (65, 67, 75).

1.4.2.2 NCAN (Neurocan)

NCAN ¢ um gene situado no braco curto do cromossomo 19 em 19p13.11, responsavel
por codificar a proteina Neurocan, que ¢ secretada para o meio extracelular, para o lumen do
aparelho de golgi e para as cavidades lisossomais. Esta proteina esta envolvida na modulagdo
da adesdo e da migracdo celular e na orientagdo axonal, sendo altamente expressa no cérebro

(76). Em murinos, este gene ¢ expresso nas regides do hipocampo e do cortex, e isto pode
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sugerir que o NCAN também possua alta taxa de transcri¢do no hipocampo humano, regido
envolvida em fungdes relacionadas a cognicdo e regulacao da emogdo (68, 77). A variante
localizada na regido 3’, rs1064395 (G>A) foi associada como possivel fator de risco ao TB
(68, 78). Além disso, pacientes que possuem este polimorfismo apresentam alteracdes nas
regides occipital e cortex pré-frontal, sugerindo que este esteja envolvido no desequilibrio do
processamento visual e do funcionamento cognitivo, sendo estes processos frequentemente

desestabilizados nas desordens mentais (78)

1.4.2.3 FTO (Proteina da Massa de Gordura associada a Obesidade)

O gene FTO esta localizado no cromossomo 16, esta associado com o ganho de peso.
Este gene ¢ responsavel por codificar uma enzima desmetilase que pode agir como modulador
da regulacao da transcrigdao durante a adipogénese (79). Além disso, os niveis de expressao de

FTO encontram-se aumentados durante o desenvolvimento cerebral (79-81).

Estudos tem avaliado uma possivel associagdo entre este gene com desordens de
humor, como a depressdao ¢ o TB (82-84). E isso pode ser justificado por trés pontos
importantes acerca do gene FTO. Primeiramente, por ser altamente expresso no cérebro, mais
especificamente na regido do hipotdlamo, sugerindo que este gene possa desempenhar um
papel importante no SNC (85). O segundo ponto ¢ o fato da variante intrénica rs9939609
(T>A), deste gene estar associada a atrofia estrutural cerebral e a reduc¢do da fluéncia verbal
(86, 87). Por fim, o terceiro ponto € o fato que a deficiéncia neste gene leva a diminuicao do
parénquima cerebral, mielinizagdo retardada e um corpo caloso pequeno. Individuos com essa
deficiéncia apresentam retardo de crescimento, atraso severo no desenvolvimento global e
auséncia de fala. Além disso, sdo observadas caracteristicas dismorficas como, plenitude
periorbital, ponte nasal ampla, narinas antevertidas, boca larga e queixo pequeno. Outras
caracteristicas clinicas também sdo observadas nesses como, por exemplo, a perda auditiva
(88, 89). Desta forma, esses fatos sugerem que o F70 desempenhe um papel importante no

controle emocional e comportamental.

1.4.2.4 TNF-A (Fator de Necrose Tumoral-Alfa)

TNF-A ¢ uma citocina pro-inflamatdria que além de ser expressa por macrofagos e
linfécitos B e T ativados, também ¢ produzida pelos neuronios, onde desempenha um papel

pleiotropico na citotoxicidade, transmissao neural e desenvolvimento do SNC (90, 91). Este
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gene em condi¢des normais, atua regulando a transmissdo sinaptica e a homeostase sindptica

(92-94).,

O gene TNF- A esta localizado no brago curto do cromossomo 6 (6p21.3), uma regido
ja associada com a susceptibilidade genética ao desenvolvimento da esquizofrenia, doenca
que possui similaridades genéticas com o TB (95). Um estudo com tecido postmortem de
casos com esquizofrenia e TB, encontrou niveis elevados do receptor de TNF-A no cortex
frontal e um aumento de TNF transmembrana. Isso sugere que a via do TNF no SNC dos
casos de ambas as desordens apresenta alteracao. Esta citocina também ja foi identificada em

niveis elevados no plasma de casos com essas desordens mentais (96, 97).

Casos bipolares durante um episdédio maniaco ou depressivo apresentam um aumento
significante nos niveis séricos da citocina TNF-A quando comparados com controles
saudaveis e, estes niveis permanecem elevados, mesmo que haja o controle do quadro

psiquiatrico (98, 99).

O TNF-A foi sugerido como um gene potencial para o aumento da susceptibilidade ao
TB, devido a associagdo do gendtipo GG do polimorfismo rs1800629(G>A) com o risco de
desenvolvimento da desordem quando existe historia familiar de TB. Foi observado que a
frequéncia do alelo G ¢ 91,4% maior em casos que possuem recorréncia familiar, quando

comparados com casos que ndo possuem historia familiar desta desordem (100).

1.4.2.5 IL-6 (Interleucina-6)

O gene IL-6 esta localizado no locus 7p15—7p21, e codifica a proteina IL-6 que ¢
uma citocina pro-inflamatoéria liberada por macréfagos e tem sua resposta imune envolvida no
estimulo da secre¢do de imunoglobulinas e ativagdo de células T, além de ser uma das
citocinas mais estudadas na esquizofrenia (101-103). A IL-6 desempenha um importante
papel na atividade da microglia e em respostas inflamatorias. Esta proteina também pode
exercer um efeito protetor ou neurotdxico, de acordo com o microambiente do SNC (104).
Quando a expressao de IL-6 estd aumentada, pode ocorrer a inibicdo da neurogénese do
hipocampo, regido comprometida na esquizofrenia (105, 106). Em um estudo realizado na
Cor¢ia, foi observado que pacientes com TB durante um episddio maniaco apresentam um
aumento na producdo de IL-6 sérica, mas o nivel volta ao normal apds tratamento com

estabilizadores de humor (98).
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O SNP presente na regido promotora do gene /L-6, rs1800795 (C>G) tem sido
associado com altos niveis séricos de IL-6 em pacientes esquizofrénicos. Estes altos niveis
séricos também estdo correlacionados com a severidade da doenga (102). Estudos observaram
que este aumento de IL-6 ¢ causado pela presenca do alelo G (107, 108). O gendtipo GG do
polimorfismo rs1800797 A>G, também localizado na regido promotora do /L-6, aparenta

estar associado com o desenvolvimento da depressdo na populagcdo Chinesa Han (109).

1.4.2.6 IL-10 (Interleucina-10)

A IL-10 ¢ uma citocina regulatoria, que tem sua producao codificada pelo gene /L-10,
que esta localizado no locus 1q31-32. Esta proteina ja foi detectada no cérebro e em células da
glia e possui um papel importante nos aspectos imunologicos de transtornos psiquidtricos
(110, 111). Estudos com pacientes esquizofrénicos ja demonstraram um descontrole dos
niveis séricos de IL-10 (112, 113). Foi observada a presenca de niveis elevados desta citocina
no liquido cefalorraquidiano de pacientes com esquizofrenia. Desta forma, cogita-se que este
gene possa desempenhar um papel fundamental na resposta imune que ¢ gerada no cérebro
(114). O SNP rs1800872 T>@G, situado na regido promotora do gene tem a capacidade de
alterar a taxa de transcri¢ao de /L-10, afetando diretamente nivel de produgdo da citocina

(115, 116).

1.4.2.7 CACNAIC (Canal de Cdlcio Dependente de Voltagem - subunidade Alfal C)

O CACNAIC codifica a subunidade alfa-1 do canal de calcio dependente de voltagem.
Esta subunidade forma um canal transmembranar através do qual, ions de calcio entram na
célula. Os canais de cdlcio sdo reguladores neuronais importantes do musculo esquelético
cardiaco. No cérebro, CACNA1C pode estar envolvido na orientacdo axonal e na transmissao

sindptica (117-119).

Este gene possui mais de 11.000 variantes conhecidas, situadas principalmente em
suas regides intronicas e 3° nao traduzida. Entretanto, variantes patogénicas no CACNAIC
causam uma desregulacao da entrada deste calcio na célula, gerando a hiperexcitabilidade da
mesma. Como consequéncia, pacientes com variantes patogé€nicas neste gene desenvolvem a
Sindrome de Tymothy, uma doenca que afeta diversos 6rgdos, causando arritmias letais,
doencas congénitas cardiacas, anormalidades no desenvolvimento dos dedos (sindactilia),
imunodeficiéncia, hipoglicemia intermitente e caracteristicas comportamentais similares ao

autismo (120).
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O SNP 151006737 (A>G) presente neste gene ¢ o mais replicado em estudos de
associacdo. Esta variante esta localizada no intron 3 e ocorre com frequéncia alélica variavel,
dependendo da populagdo ou etnia estudada. O alelo A ¢ considerado um fator de risco para o
TB e ocorre em 56% dos descendentes de africanos, 31% da populacdo europeia e 6% da
populacdo asidtica. Acredita-se que este SNP modele o risco do TB através da alteracdo dos

niveis de expressao da proteina CACNAI1C.

A relagdo do gene CACNAIC ao TB foi observada recentemente com associagdo do
SNP rs10006737(A>G) em pacientes portadores de desordens afetivas graves, como TB,
desordens do espectro autista e esquizofrenia, indicando uma baixa especificidade clinica

(121).
1.4.1.8 BDNF (Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro)

O BDNF ¢ um dos mais abundantes fatores neurotroficos, expresso em todo o cérebro,
particularmente no hipocampo e no cortex pré-frontal, dreas significantemente importantes
para o TB, por serem responsdveis pela memoria e modulagdo do comportamento social,
respectivamente (122, 123). Este fator ¢ o principal mediador da plasticidade sinéptica,
conectividade neuronal e arboriza¢do dendritica e atua modulando a migragdo, o crescimento

e a sobrevivéncia neuronal (124, 125).

A diminuicao dos niveis de BDNF no soro de casos com TB ja foi correlacionada com
a ocorréncia de episddios maniacos e depressivos, quando comparados com casos em eutimia
e controles saudaveis. Os niveis séricos deste fator neurotrofico sdo negativamente
correlacionados com a gravidade dos sintomas tanto maniacos como depressivos, suportando

a hipotese de seu envolvimento na fisiotapologia do TB (126).

Alteragdes no gene ja foram correlacionadas com a diminuicdo do desempenho da
memoria em casos com TB-1, com a reducdo do tamanho do hipocampo e a neurocognicao

(127).
1.4.1.9 SERPI (Serpina 1)

O gene SERPINAI esta situado no 16cus 14q32.13, que codifica uma proteina chamada
alfa-1 antitripsina, expressa em diversos 6rgdos, como por exemplo, o figado. Este gene ¢

capaz de inibir enzimas que participam do processo inflamatério, e participa da resposta ao
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estresse. Mutagdes neste gene podem ocasionar diversos disturbios, como a deficiéncia de

alfa-1 antitripsina, que leva a Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica (128, 129).

Um estudo avaliou e identificou uma possivel associacdo do gene SERPINAI com
desordens mentais, dentre elas, o TB (130). Neste estudo também foi sugerida uma possivel
associacdao deste gene com as funcdes da microglia, células com um potencial papel para a

diferenciag¢do do TB de outras desordens mentais.

Mesmo com sintomas severos, o TB pode ser tratado quando diagnosticado com
precisao e celeridade (131). Desta forma, esforcos devem ser destinados a identificacao de
fatores genéticos que podem atuar como marcadores de individuos sob risco de manifestagcdao
do TB, para guiar as estratégias terapéuticas mais adequadas as possiveis peculiaridades

sintomaticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste estudo ¢ determinar as distribuicdes alélica e genotipica de
SNPs localizados nos genes ODZ4, NCAN, FTO, TNF-A, IL-6, IL-10, CACNAIC BDNF e
SERPINA 1, em nossa amostra de pacientes de TB e individuos saudéveis através de um
estudo do tipo caso-controle. Compararemos nossos resultados com os dados de outros
estudos com o objetivo de identificar potenciais fatores de risco para o TB ou moduladores da

doenca em nossa populagdo.

2.2 Objetivos Especificos

e Investigar os possiveis efeitos de risco genético dos polimorfismos acima

mencionados através de comparagdes entre as amostras de casos e controles.

e Determinar a possivel atuacao destes fatores genéticos como moduladores da doencga,

através da andlise das caracteristicas clinicas de cada paciente.

e Comparar as frequéncias alélicas dos polimorfismos deste estudo com a de outros

estudos disponiveis na literatura.
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3 METODOLOGIA

3.1 Individuos Participantes

3.1.1 Recrutamento

Para a realizagdo do estudo foi feito o recrutamento de individuos portadores de TB
(grupo caso) e voluntarios saudaveis (grupo controle). O recrutamento foi feito em
colaboragdo com o grupo de pesquisa liderado pelo médico e pesquisador Doutor Elie
Cheniaux, integrante do IPUB-UFRIJ, onde foram diagnosticados com TB por médicos
psiquiatras, seguindo os critérios do DSM-V (13), utilizado para diagnostico de doencas
mentais. Os individuos possuiam idade superior a 18 anos no momento da coleta. Também foi
realizada a coleta dos dados clinicos e demograficos dos pacientes, como: sexo, idade durante
a entrada neste estudo, naturalidade, profissdo, historico familiar, tipo de TB, polaridade
predominante, idade de inicio da doenca, tempo para diagndstico, nimero de: internagdes,
episodios maniacos, disforicos, depressivos e psicoticos; tipo de manifestagdo do primeiro
episodio, evento vitais, perda materna, eventos antes do episodio, evento antes do primeiro
episddio, presenca de sintomas comorbidos, mudangas de humor por més, ciclagem em um
dia. Utilizagdo de: estabilizadores de humor, antipsicéticos e benzodiazepinicos. Tratamento

com eletroconvulsoterapia e tentativa de suicidio.

O recrutamento do grupo controle foi realizado na cidade do Rio de Janeiro, durante a
realiza¢do deste trabalho, mediante aplicagdo da versdao em portugués do Questionario de
Transtorno do Humor (Apéndice 8.1) (132). Todos os controles possuiam idade superior a 18

anos e foram questionados quanto a presenca de parentes com algum tipo de doenca mental.

3.1.2 Coleta da amostra

O estudo teve inicio com a coleta de 5 ml de sangue periférico de casos e controles,
em tubos Vacutainer® contendo anticoagulante EDTA. Entretanto, o método de coleta do
material biologico foi substituido pela coleta de saliva, por ter maior aceitacdo pelos
participantes e por ser menos invasivo. Para este tipo de coleta, os participantes foram
orientados a bochechar 5 ml de dgua ultrapura (Milli-Q) por um minuto e transferir o material
para um tubo Falcon de 15 ml. As amostras foram identificadas e encaminhadas para o LGH-

FIOCRUZ, onde foram armazenadas.
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3.1.3 Consideracoes éticas

Todos os participantes concordaram com a pesquisa mediante assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndices 8.2 — 8.3). As normas para a coleta,
armazenamento e utilizagdo destas amostras seguiram as previstas na resolucao 466 de 2012
do Conselho Nacional de Saude. Este projeto tem autorizagdo do Comité de Etica em
Pesquisa para a sua realizagdo, nimero dos pareceres 922.614 (FIOCRUZ) (Apéndice 8.4) ¢
940.729 (IPUB).

3.2 Métodos

3.2.1 Extracdo de DNA a partir de sangue

A extracdo do DNA a partir de sangue fresco foi realizada através da utilizagao do kit
comercial Purelink Genomic DNA Mini Kit (INVITROGEN), seguindo o protocolo definido
pelo fabricante. As amostras de DNA extraidas foram armazenadas a -20°C até serem

utilizadas nas rea¢des moleculares de genotipagem.

3.2.2 Extracdo de DNA a partir de saliva

A extragdo do DNA a partir da (saliva) foi realizada através do método de “salting
out” e precipitacdo com acetato de amodnia como descrito por Aidar e Line, 2007 (133). As
amostras de DNA extraidas foram armazenadas a -20°C até serem utilizadas nas reagdes

moleculares.

3.2.3 Quantificacdo e verificagdo da integridade do DNA

Todas as amostras de DNA foram submetidas a quantificagdo por espectrofotometria
em aparelho NanoDrop 2000 (THERMO FISHER SCIENTIFIC), onde foi possivel observar
a concentracdo e o grau de pureza das amostras de DNA a serem utilizadas na genotipagem.
As amostras que possuiram concentragao superior a 50ng foram diluidas para ajustar a

concentracao.

Além disso, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, para
confirmar que as mesmas encontravam-se integras e aptas para a reacdo de PCR em Tempo

Real.
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3.3 Genotipagem

3.3.1 Reacgdo em Cadeia da Polimerase — Polimorfismos no comprimento do fragmento de

restricdo (PCR-RFLP)

A genotipagem dos polimorfismos 1512576775 (A>G) (ODZ4) e rs1064395 (G>A)
(NCAN), foi realizada através da técnica PCR seguida de RFLP.

Primeiramente, foi realizada para ambos os genes, uma PCR. A reagdo de cada gene foi
preparada com uma mistura reacional contendo oligonucleotideos “foward” e “reverse”
especificos para cada polimorfismo (Tabela 3.1), dNTPs, Tampao 10X, Cloreto de Magnésio
(MgCly), DNA Polimerase, Agua Ultrapura e amostra do individuo (Quadro 3.1).

Tabela 3. 1: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados na reagao de PCR.

Gene — SNP Sequéncia (completa) Tamanho do
Fragmento
F - TGG AGA AGG ACT GGA AGG CT 149 pb
ODZ4 — 112576775 R - AAA ATG GCC ACA GAG TGC CT

F-GAG GTG CTG CCA AGT TTT CT 286 pb

NCAN - 151064395 R - GGA GGA AGG CAA GGT GAG TT

Quadro 3. 1: Concentragdes e reagentes utilizados na PCR para ODZ4 e NCAN

Reagentes Volume

Tampao de Reacdo (10X) 2,5ul
dNTP (2mM) 2,5uL
Oligonucleotideo F (10 uM) 1,0 uL
Oligonucleotideo R (10 uM) 1,0 uL
Tag DNA polimerase (1,0 U/ uL) 1,0 uL
Agua MilliQ 16 uL

DNA (~50ng/ul) 2,0 uL
Volume Final 25 uL
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A reacao foi submetida a amplificacdo em um termociclador Veriti (APPLIED
BIOSYSTEMS), onde ocorreram as etapas de desnaturagdo, hibridacao dos oligonucleotideos

a fita de DNA e extensao das novas fitas (Tabelas 3.2 e 3.3).

Tabela 3. 2: Ciclagem para o gene ODZ4

ODZ4
Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
Ciclagem x1 x35 x1
Temperatura 95°C 95°C 62°C 72°C 72°C
Tempo 00:05:00 00:01:00 00:00:45 00:01:00 00:09:00
Tabela 3. 3: Ciclagem para o gene NCAN
NCAN
Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
Ciclagem x1 x35 x1
Temperatura 95°C 95°C 58°C 72°C 72°C
Tempo 00:09:00 00:00:30 00:00:30 00:01:00 00:09:00

O resultado da amplificagao dos oligonucleotideos foi observado por eletroforese em
gel de agarose a 1,5%, preparado com 5 pL da aliquota do material amplificado, adicionado a
2 puL de corante de corrida (azul de bromofenol 250mg (SIGMA); xileno cianol 250mg
(MERCK); glicerol 30ml (MERCK) e 100 pL de adgua MilliQ), e corado com Brometo de
Etidio (KASVI). A eletroforese foi realizada a 90V, por 1 hora em cuba horizontal (LCH —
12x14 / LOCCUS BIOTECNOLOGIA) usando-se como tampao de corrida TAE 1X
(THERMO FISHER SCIENTIFIC). O gel foi visualizado em transiluminador de Iluz
ultravioleta (L.PIX — LOCCUS BIOTECNOLOGIA). A amplificagdo do DNA foi observada
através de inspecao visual e comparacao de sua migracdo com a de um marcador de peso

molecular de 100pb (INVITROGEN).

Ap6s o resultado da PCR, o material amplificado foi submetido a técnica RFLP, que
consiste no uso de enzimas de restricdo que clivam o DNA em pontos especificos, gerando
fragmentos de tamanhos diferentes, que sdo visualizados através da aplicacdo do material em
um gel de agarose ou poliacrilamida. A separacdo dos fragmentos ¢ feita por eletroforese,

onde as bandas migram de acordo com seu tamanho e carga elétrica (134).
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Os produtos da reacdo do gene ODZ4 foram digeridos com a enzima de restricdo Hae
III por 16 horas a 37°C e 20 minutos a 80°C, e posteriormente visualizadas em gel de
poliacrilamida 10% corado com brometo de etidio. A enzima corta na regido 5’GG’CC3’,
sendo gerados fragmentos nos tamanhos de 136 e 13pb para o selvagem (AA), 136, 105, 31 ¢
13pb para o heterozigoto (AG) e 105, 31 e 13pb para o mutado (GG) (Figura 3.1).

A Individuo Selvagem (AA)

ND AA AG GG
136pb / 13pb

Individuo Heterozigoto (AG)

Hae ITT 136pb 105pb / 31pb / 13pb

Individuo Mutado (GG)

105pb /31 pb / 13 pb

Figura 3. 1: Esquema da digestdo enzimatica por Hae IIl. A — Sitio de restricdo e tamanho dos fragmentos

gerados. B - Esquema ilustrativo dos fragmentos gerados, em gel de agarose (O autor, 2018).

Os produtos da reacdo do gene NCAN foram submetidos a digestdo enzimatica pela
enzima de restricado Hpych4V por 3 horas a 37°C e 20 minutos a 80°C (Quadro 3.2). Apds a
reacdo, as amostras foram corridas em gel de agarose 2,5%, corado com brometo de etidio. A
enzima cliva na regido 5’TG’CA3’, gerando fragmentos nos tamanhos de 257 e 29pb para o
selvagem (GG), 257, 135, 122 e 29pb para o heterozigoto (GA), e 135, 122 e 29pb para o
genotipo homozigoto mutado (AA) (Figura 3.2).

A Individuo Selvagem (GG)

ND GG GA AA
257pb / 20pb

Individuo Heterozigoto (GA)

HpyCH4V 257 pb 135pb / 122 pb / 29 pb

Individuo Mutado (AA)

135ph / 122 pb / 20 pb

Figura 3. 2: Esquema da digestdo enzimatica por HpyCH4V. A — Sitio de restri¢do e tamanho dos fragmentos

gerados. B - Esquema ilustrativo dos fragmentos gerados, em gel de agarose (O autor, 2018).

Quadro 3. 2: Concentracdes e¢ volumes da reacdo de digestdo enzimatica (RFLP) para os

polimorfismos rs12576775 (A>G) do gene ODZ4 ¢ rs1064395(G>A) do gene NCAN.
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Reagentes 0ODZ4 NCAN

Enzima de Restri¢do Hae 0.5 puL 0.1puL
11 10,000U/mL /
HpyCH4V 5,000U/mL*

Tampao NEBCutter 4 2.5uL 2.5uL
(10x)

Agua MilliQ 12.0uL 12.4uL

Produto da PCR 10.0uL 10.0uL

Volume Final 25.0uL 25.0uL

3.3.2 Sequenciamento

O inicio da genotipagem do polimorfismo rs1064395 (G>A) presente no gene NCAN,
foi realizado por PCR-RFLP, entretanto, a genotipagem de alguns individuos foi indefinida.
Optamos entdo por dar continuidade utilizando o método de sequenciamento para os

individuos que nao tiveram a genotipagem definida.

3.3.2.1 Purificagdo dos Produtos da PCR

Ap6s a amplificacdo por PCR das amostras. As mesmas foram visualizadas em gel de
agarose. O restante do produto da PCR foi purificada pelo PureLink Quick PCR Purification
kit (INVITROGEN), seguindo as recomendagdes do fabricante, para remocao de residuos de

reagentes utilizados na PCR.

3.3.2.2 Reacdo de Sequenciamento

As reacoes de sequenciamento dos produtos purificados da PCR foram preparadas em
um volume final de 10.0uL, utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 (THERMO FISHER
SCIENTIFIC) (Quadro 3.3). As reagdes foram realizadas em uma placa de 96 pogos
[MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate (THERMO FISHER SCIENTIFIC) e
conduzidas no termociclador Veriti modelo 9902 (APPLIED BIOSYSTEMS) no LGH
(Tabela 3.4).

Quadro 3. 3: Reagentes utilizados para a reacdo de sequenciamento
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Reagentes Volume
(Concentracgao)

Big Dye Terminator v3.1 0.5puL
DNA Purificado 50ng 2.0pnL
Primer senso 3,2pmol 1.0pL

Tampao 1.0pL
Agua MilliQ 5.5uL
Volume Final 10.0pL

Tabela 3. 4: Programa para preparagdo da reacdo de sequenciamento do gene NCAN

Sequenciamento NCAN
Estagio 1 Estagio 2 Estagio 3
Ciclagem x1 x35 x1
Temperatura 95°C 95°C 60°C
Tempo 00:00:15 00:00:10 00:04:00

ApOs a ciclagem, as amostras foram encaminhas a Plataforma de Sequenciamento do
Instituto Oswaldo Cruz (IOC), onde foi feita a reagdo de precipitagdo, que consiste na
remocao do excesso de reagentes ndo incorporados. O material precipitado foi ressuspenso em
10 pL de formamida Hi Di (THERMO FISHER SCIENTIFIC) e levado ao termociclador
para desnaturacdo. A placa com as amostras foi centrifugada e levada ao sequenciador
automatico ABI Prism 3730 (THERMO FISHER SCIENTIFIC) para o processamento das

amostras.

A andlise das sequéncias foi realizada através do programa computacional Chromas

Lite versdao 2.1.1 (TECHNELYSIUM PTY LTD.).

3.3.3 PCR em Tempo Real — Método TagMan

25



Os polimorfismos FT0 1rs9939609 (T>A), TNF-A4 rs1800629 (G>A), IL-6 rs1800795
(C>G) e 151800797 (A>G), IL-10 rs1800872 (T>G), CACNAIC rs1006737 (A>G), BDNF
154074134 (C>T) e SERPINA rs17580 (T>A) e 28929474 (G>A), foram genotipados através
de PCR em Tempo Real, utilizando sondas comerciais para o método TagMan (THERMO
FISHER SCIENTIFIC).

Foi preparada uma solu¢do composta pela sonda referente ao polimorfismo estudado,
Master Mix (APPLIED BIOSYSTEMS), Agua Milli Q e DNA (Quadro 3.4). As amostras
foram genotipadas no sistema StepOne Plus™ (APPLIED BIOSYSTEMS) com sondas para
os polimorfismos, F70 1s9939609 (T>A), IL-6 rs1800795 (C>G) e rs1800797 (A>G), IL-10
rs1800872 (T>G), TNFA 1rs1800629 (G>A), CACNAIC rs1006737 (A>G), BDNF 154074134
(C>T), SERPINAI rs17580 (T>A) e 1528929474 (G>A) (THERMO FISHER SCIENTIFIC).

Quadro 3. 4: Concentragdes e volumes dos reagentes utilizados no PCR em Tempo Real

Reagentes Volume
(Concentracao)
Sonda 0.125 pL
Master Mix 2X 2.5uL
Agua MilliQ 1.375uL
DNA 50ng 1.0uL
Volume Final 5.0uL

3.4 Analises Estatisticas

Os dados clinicos e moleculares foram organizados e armazenados em planilhas
eletronicas. Todas as inferéncias estatisticas foram feitas ao nivel de significancia de 0,05.
Foram realizados testes de Equilibrio de Hardy-Weinberg para nos certificarmos de que as

amostras se encontravam em equilibrio, teste do Qui-Quadrado e célculo de OR (135-137).
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4 RESULTADOS

Foram coletadas, extraidas e analisadas amostras de DNA de 104 casos provenientes
da cidade do Rio de Janeiro, sendo 26 homens e 78 mulheres, com idades entre 20 € 83 anos,
sendo a idade média igual a 49,8 anos, e desvio padrio de 12,5. A idade média de
manifestagdo da doenga nestes casos ¢ de 24,9 anos e desvio padrao de 9,8. Para fins de
comparagao, coletamos e extraimos amostras de DNA de 202 controles também provenientes
da cidade do Rio de Janeiro, que ndo possuiam desordens mentais, nem parentesco com
individuos que apresentavam qualquer tipo de desordem mental, sendo 56 homens e 146
mulheres, com idades entre 18 ¢ 69 anos, com média de idade de 30,2 anos, e desvio padrao

de 10,5.

4.1 Analise Caso X Controle

4.1.1 ODZ4rs12576775 A>G

A genotipagem foi realizada através de PCR-RFLP. Como resultado, observamos que
o alelo G ¢ mais frequente em casos quando comparado aos controles, porém ndo foram
observadas diferencas significantes entre as frequéncias alélicas ou genotipicas (Tabela 4.1).

As frequéncias genotipicas se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg (p=0,642).

4.1.2 NCAN rs1064395 G>A

Pelo método de digestdo enzimatica, foram genotipados 100 casos e 97 controles. Por

sequenciamento automatico foram genotipados 4 casos ¢ 9 controles (Figura 4.1).
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Figura 4. 1: Eletroferograma do SNP rs1064395 (G>A) do gene NCAN. A - individuo homozigoto selvagem
(GG). B - individuo homozigoto mutado (AA).

Como resultado, observamos as seguintes frequéncias genotipicas: GG 54,8% em
casos ¢ 59,4 % em controles. O geno6tipo GA foi encontrado em 39,4 % dos casos e 37,7 %
dos controles, ¢ AA 5,8 % dos casos ¢ 2,8 % em controles (Tabela 4.1). O niumero de
controles avaliados neste gene foi inferior aos demais polimorfismos. Apo6s duas
metodologias de genotipagem diferentes, 96 amostras de DNA do grupo controle falharam na
amplificacdo. As frequéncias genotipicas se encontram em equilibrio de Hardy-Weinberg (p=

0,523).

4.1.3 FTO rs9939609 T>A

Analisamos o polimorfismo 1s9939609 (T>A) através de PCR em Tempo Real por
sonda TagMan (Figura 4.2).
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Figura 4. 2: Resultado da discriminagao alélica dos individuos genotipados para o gene FTO rs9939609 (T>A).
Azul — Homozigoto selvagem (TT), Verde — Heterozigoto (TA), Vermelho - Homozigoto mutado (AA), Preto —

Controle Negativo, Cruz Preta — Nao houve discriminagdo alélica.

Observamos que o gendtipo TT é mais frequente no grupo de casos do que no de
controles. Entretanto, este polimorfismo ndo apresentou diferencas estatisticamente

significantes na comparagao caso x controle (p=1,000) (Tabela 4.1).

4.1.4 TNFArs1800629 G>A

Observamos que o genodtipo GG ¢ mais frequente no grupo de casos do que no de
controles (Figura 4.3), entretanto ndo foram obtidas diferencas estatisticamente significantes

(p=0,900) (Tabela 4.1).
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Figura 4. 3: Resultado da discriminagdo alélica dos individuos genotipados para o gene TNF-A rs1800629
(G>A). Azul — Homozigoto selvagem (GG), Verde — Heterozigoto (GA), Vermelho - Homozigoto mutado (AA),

Preto — Controle Negativo.

4.1.5 IL-6rs1800795 C>G

Foi observado que a frequéncia do genotipo GG € maior em casos quando comparada
aos controles (Figura 4.4). Porém, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente

significante entre os grupos (p=0,703) (Tabela 4.1).
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Figura 4. 4: Resultado da discriminacao alélica dos individuos genotipados para o gene /L-6 1s1800795 (C>G).
Vermelho — Homozigoto selvagem (CC), Verde — Heterozigoto (CG), Azul - Homozigoto mutado (GG),

Quadrado Preto — Controle Negativo, Cruz Preta — Nao houve discriminagéo alélica.

4.1.6 IL-6rs1800797 A>G

Foi observado que a frequéncia do gendtipo GG € maior em casos quando comparada
com controles (Figura 4.5). Porém, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente

significante entre os grupos (p=1,000) (Tabela 4.1).

Este polimorfismo foi o tnico que, por limitagdo de reagentes, ndo foi possivel

concluir a genotipagem de todos os controles (86/202 controles).
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Figura 4. 5: Resultado da discriminagao alélica dos individuos genotipados para o gene /L-6 rs1800797 (A>G).
Vermelho — Homozigoto selvagem (AA), Verde — Heterozigoto (AG), Azul - Homozigoto mutado (GG),

Quadrado Preto — Controle Negativo, Cruz Preta — Nao houve discriminagao alélica.

4.1.7 IL-10rs1800872 T>G

ApoOs analise estatistica foi observado que o genotipo TT ¢ mais frequente em casos do
que em controles. Entretanto, esta diferencga de frequéncia nao foi estatisticamente significante

(p=0,331) (Tabela 4.1) (Figura 4.6).
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Figura 4. 6: Resultado da discriminag¢@o alélica dos individuos genotipados para o gene /L-10 rs1800872 (T>G).
Vermelho — Homozigoto selvagem (TT), Verde — Heterozigoto (TG), Azul - Homozigoto mutado (GG), Preto —

Controle Negativo.

4.1.8 CACNAICrs1006737 A>G

Foi observado que gendtipo AA ¢ mais frequente nos casos do que nos controles
(Figura 4.7). Embora sejam frequéncias diferentes, estatisticamente, esta diferenca ndo foi

significante (p=0,840) (Tabela 4.1).
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Figura 4. 7: Resultado da discriminacdo alélica dos individuos genotipados para o gene CACNAIC rs1006737
(A>G). Vermelho — Homozigoto selvagem (AA), Verde — Heterozigoto (AG), Azul - Homozigoto mutado (GG),

Preto — Controle Negativo, Cruz Preta — N@o houve discriminacao alélica.

4.1.9 BDNF rs4074134 C>T

Apos andlises estatisticas, foi observado que o gendtipo CC ¢ mais frequente no grupo

de casos, mas esta diferenca ndo foi estatisticamente significante (p=0,510) (Figura 4.8)

(Tabela 4.1).
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Figura 4. 8: Resultado da discriminacdo alélica dos individuos genotipados para o gene BDNF rs4074134
(C>T). Vermelho — Homozigoto selvagem (CC), Verde — Heterozigoto (CT), Azul - Homozigoto mutado (TT),

Preto — Controle Negativo, Cruz Preta — Cruz Preta — Nao houve discriminagdo alélica.

4.1.10 SERPINAI rs17580 T>A

Apos analises estatisticas, foi observado que o gendtipo TT € mais frequente no grupo
controle do que no caso, mas esta diferenga ndo foi estatisticamente significante (p=0,900)
(Tabela 4.1). Observamos também que nao foram identificados individuos de ambos os

grupos para o gendtipo AA (Figura 4.9).
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Figura 4. 9: Resultado da discriminagéo alélica dos individuos genotipados para o gene SERPINAI rs17580
(T>A). Azul — Homozigoto selvagem (TT), Verde — Heterozigoto (TA), Preto — Controle Negativo, Cruz Preta —

Nao houve discriminagéo alélica.

4.1.11 SERPINAI rs28929474 G>A

ApOs analises estatisticas, foi observado que o genotipo GG € mais frequente no grupo
de controles do que no grupo de casos, mas esta diferenga nao foi estatisticamente significante
(p=1,000) (Tabela 4.1). Observamos também que ndo foram identificados individuos de

ambos os grupos para o genotipo AA (Figura 4.10).
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Figura 4. 10: Resultado da discriminacdo alélica dos individuos genotipados para o gene SERPINAI 1528929474
(G>A). Vermelho — Homozigoto selvagem (GG), Verde - Heterozigoto (GA), Preto — Controle Negativo, Cruz

Preta — Nao houve discriminagao alélica.
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Tabela 4. 1: Distribuigdo genotipica e alélica dos polimorfismos, na comparagdo caso - controle

Gene SNP Grupo Gendtipo n (%) p valor Alelo n (%) p valor
AA AG GG A G
ODZ4 rs12576775 Caso (104) 73 (70,2) 27 (25,9) 4 (3,8) 0,800 173 (83,2) 35 (16,8) 0,780
Controle (202) | 149 (73,8) 47 (23,2) 6(3,0) 345 (85.,4) 59 (14,6)
GG GA AA G A
NCAN rs1064395 Caso (104) 57 (54,8) 41 (39,4) 6 (5,8) 0,524 155 (74,5) 53 (25.9) 0,360
Controle* 63 (59,4) 40 (37,7) 3(2,8) 166 (78,3) 46 (21,7)
TT TA AA T A
FTO rs9939609 Caso (104) 39 (37.,5) 45 (43,3) 20 (19,2) 0,623 123 (59,1) 85 (40,9) 0,854
Controle (202) 72 (35,6) 98 (48,5) 32 (15,8) 242 (59,9) 162 (40,1)
GG GA AA G A
TNFA rs1800629 Caso (104) 86 (82,7) 18 (17,3) 0(0,0) 0,434 190 (91,3) 18 (8,7) 0,210
Controle (202) | 154 (76,2) 46 (22,8) 2 (1,0) 354 (87,3) 50 (12,4)
CcC CG GG C G
rs1800795 Caso (104) 8(7,7) 39 (37,5) 57 (54,8) 0,740 55 (26,4) 153 (73,6) 0,433
Controle (202) 20(9,9) 79 (39,1) 103 (51,0) 119 (29,5) 285 (70,5)
-6 AA AG GG A G
rs1800797 Caso (104) 8(7,7) 39 (37,5) 57 (54.8) 0,620 55 (26,4) 153 (73,6) 0,350
Controle** 8(9,3) 37 (43,0) 41 (47,7) 53 (30,8) 119 (69,2)
Continua
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Continuacdo

Gene SNP Grupo Gendtipo n (%) p valor Alelo n (%) p valor
TT TG GG T G
IL-10 rs1800872 Caso (104) 98,7 58 (55,8) 37 (35,6) 0,360 76 (36,5) 132 (63,5) 0,252
Controle (202) 16 (7,9) 97 (48,0) 89 (44,1) 129 (31,9) 275 (68,1)
AA AG GG A G
CACNAIC rs1006737 Caso (104) 17 (16,3) 48 (46,2) 39 (37,5) 0,373 82(39,4) 126 (60,6) 0,221
Controle (202) 22 (10,9) 95 (47,0) 85 (42,1) 139 (34,4) 265 (65,6)
CcC CT TT C T
BDNF 154074134 Caso (104) 71 (68,3) 29 (27,9) 4 (3,8) 0,760 171 (82,2) 37 (17.,8) 0,460
Controle (202) | 131 (64,9) 60 (29,7) 11(5.4) 322 (79,7) 82 (20,3)
GG GA AA G A
1s28929474 Caso (104) 102 (98,1) 2(1,9) 0(0,0) 0,460 206 (99,0) 2(1,0) 0,210
SERPINAL Controle (202) | 201 (99,5) 1(0,5) 0(0,0) 403 (99,8) 1(0,2)
TT TA AA T A
rs17580 Caso (104) 87 (83,7) 17 (16,3) 0(0,0) 0,722 191 (91,8) 17 (8,2) 0,432
Controle (202) | 175 (86,6) 27 (13,4) 0(0,0) 377 (93,3) 27 (6,7)

*Foram genotipados 106 controles saudaveis.

** Foram genotipados 86 controles saudaveis.
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4.2 Analise das Caracteristicas Clinicas dos Casos

De todas as informagdes clinicas coletadas a respeito dos casos, oito foram
selecionadas para as andlises estatisticas, sendo elas, sexo, historico familiar, tipo de tb,
presenga/auséncia de episddios depressivos, presenca/auséncia de episddios psicoticos,
manifestagdo do primeiro episodio, presenca/auséncia de delirios e alucinagdes, e tentativa de
suicidio. Estas caracteristicas foram comparadas com os genotipos dos casos para os
polimorfismos ODZ4 1s12576775 (A>G), NCAN rs1064395 (G>A), FTO 159939609 (T>A),
IL-6 rs1800795 (C>G) e rs1800797 (A>G), IL-10 rs1800872 (T>G), TNFA rs1800629 (G>A),
CACNAIC 151006737 (A>G), BDNF 154074134 (C>T), SERPINAI rs17580 (T>A) e
1s28929474 (G>A) (Tabelas 4.2-4.10).

Os resultados obtidos que demonstraram valor estatistico significante foram: FTO
19939609 (T>A) x Histérico Familiar (p=0,010), 7O 1rs9939609 (T>A) x Tipo de TB, IL-6
rs1800795 (C>G) e rs1800797 (A>G) x Presenca/Auséncia de Episddios Psicoticos (p=0,034
para ambos os SNPs), /L-10 rs1800872 (T>G) x Presenca/Auséncia de Episodios Depressivos
(p=0,026), IL-10 rs1800872 (T>G) x Manifestacdo do Primeiro Episdédio (Depressao)
(p=0,025), CACNAIC 151006737 (A>G) x Tipo de TB (p=0,032) e SERPINAI 1528929474
(G>A) x Tipo de TB (p=0,020).
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Tabela 4.2: Analise das caracteristicas clinicas manifestadas pelos casos, em comparagdo com 0s
genotipos para o gene ODZ4 - 1512576775 (A>G)

ODZ4 - ¥s12576775
Variaveis Clinicas Casos
AA | A | 66 | »p
104 n (%)
SEXO Masc 27 18 (66,7) 8 (29,6) 1(3,7)
Fem 77 55 (71,4) 19 (24,7) 3(3,9) | 0,880
Niao 36 23 (63,9) 12 (33,3) 1(2,8)
Histérico Familiar Sim 57 42 (73,7) 13 (22,8) 2(3,5 | 0,535
N/1 11
Tipo 1 87 60 (69,0) | 24 (27,6) 334 0,350
Tipo Tipo 2 8 6 (75,0) 1(12,5 | 1(12,5)
N/ 9
Nio 29 17 (58,6) 11(37,9) 134 0.320
Episodios Depressivos Sim 65 48 (73,8) 15(23,1) 2 (3,1)
N/I 10
Niao 89 63 (70,8) | 23(25,8) 334 0.739
Episddios Psicoticos Sim 5 3 (60,0) 2 (40,0) 0(0,0)
N/1 10
Mania 46 31(67.4) | 14304) | 122) | 499
Primeiro Episodio Depressiao 49 35 (71,4) 11(22,4) 3 (6,1)
N/1 9
Nio 66 47 (71,2) 17 (25,8) 2 (3,0) 0.975
Delirios e Alucinagdes Sim 29 20 (69,0) 8 (27,6) 134
N/I 9
Nio 60 42 (70,0) 17 (28,3) 1(1,7) 0.495
Tentativa de Suicidio Sim 33 23 (69,7) 8(24,2) 2 (6,1)
N/I 11
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Tabela 4.3: Analise das caracteristicas clinicas manifestadas pelos casos, em comparagdo com os
genotipos para o gene NCAN - 1s1064395 (G>A)

NCAN - rs1064395

Variaveis Clinicas Casos
GG | GA | aa | p
104 n (%)
SEXO Masc 27 14 (51,9) 12 (44,4) 1(3,7) 0,755
Fem 77 43 (55,8) 29 (37,7) | 5(6,5)
Niao 36 23 (63.,9) 10 (27,8) | 3(8,3) 0227
Historico Familiar Sim 57 30 (52,6) 25 (43,9) 2 (3,5)
N/1 11
Tipo 1 87 53 (60,9) 29 (33,3) | 5(5,7) 0237
Tipo Tipo 2 8 3(37,5) 5(62,5) | 0(0,0)
N/1 8
Nio 29 22 (75,9) 5(17,2) 2 (6,9) 0,071
Episodios Depressivos Sim 65 35 (53.8) 27 (41,5) 3 (4,6)
N/I 10
Nio 89 53 (59,6) 31 (34,8) | 5(5,6) 0.853
Episodios Psicético Sim 5 3 (60,0) 2 (40,0) 0(0,0)
N/I 10
Mania 46 30(66.7) | 12(26.7) | 3(6.7) | (55
Primeiro Episodio Depressiao 49 23 (53,1) 21 (42,9) 2(4,1)
N/1 10
Nio 66 39(59.1) | 24(364) | 3(45) | 490
Delirios e Alucinac¢oes Sim 29 17 (58,6) 10 (34,5) 2(6,9)
N/1 9
Nio 60 38 (63,3) 19 (31,7) | 3(5,0) 0,537
Tentativa de Suicidio Sim 33 17 (51,5) 14 (42,4) 2 (6,1)
N/I 11

42



Tabela 4.4: Analise das caracteristicas clinicas manifestadas pelos casos, em comparagdo com 0s genotipos
para o gene FTO —1rs9939609 (T>A)

FTO -rs9939609
Variaveis Clinicas Casos
T | 1A | AA | p
104 n (%)
SEXO Masc 27 11(40,7) | 11(40,7) | 5(18.,5) 0.920
Fem 77 28 (36,4) | 34(44,2) | 15(19,5)
Niao 36 6 (16,7) | 20(55,6) | 10(27,8) 0.010
Historico Familiar Sim 57 27 (47,4) | 21(36,8) 9 (15,8)
N/ 11
Tipo 1 87 28 (32,2) | 41(47,1) | 18(20,7) 0,006
Tipo Tipo 2 8 7 (87,5) 0 (0,0 1(12,5)
N/1 9
Nio 29 9 (31,0) 13 (44,8) 7 (24,1) 0.772
Episodios Depressivos Sim 65 24 (36,9) | 29(44,6) | 12 (18,5
N/I 10
Nio 89 32 (36) 41 (46,1) | 16 (18,0) 0.040
Episddios Psicoticos Sim 5 2 (40,0) 0(0,0) 3 (60,0)
N/I 10
Mania 45 15(33,3) | 21(46,7) 9 (20,0) 0.770
Primeiro Episodio Depressao 50 20 (40,0) | 20(40,0) | 10(20,0)
N/1 9
Nio 66 25(37,9) | 30(45,5) 11(16,7) 0.463
Delirios e Alucinac¢oes Sim 29 9 (31,0) 12 (41,4) | 8,0(27,6)
N/1 9
Nio 60 21 (35,0) | 27(45,0) | 12(20,0) 0.870
Tentativa de Suicidio Sim 33 13(39,.4) | 13(39.4) | 7,0(21,2)
N/I 11
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Tabela 4.5: Analise das caracteristicas clinicas manifestadas pelos casos, em comparagdo com 0s genotipos
para o gene TNF-4 — 151800629 (G>A)

TNF-a - rs1800629
Variaveis Clinicas Casos
GG | GA | aa | p
104 n (%)
SEXO Masc 27 24 (88,9) 3(1L1) | 0(0,0) 0,600
Fem 77 62 (80,5) 15 (19,5 | 0(0,0)
Niao 36 32 (88,9) 4(11LD 0(0,0) 0.500
Historico Familiar Sim 57 45 (78.,9) 12 (21,1) 0(0,0)
N/1 11
Tipo 1 87 71 (81,6) 16 (18,4) | 0(0,0) 0.400
Tipo Tipo 2 8 7 (87,5) 1(12,5) | 0(0,0)
N/1 9
Nio 29 26 (89,7) 3 (10,3) 0(0,0) 0.451
Episodios Depressivos Sim 65 51 (78.5) 14 (21,5) 0 (0,0)
N/1 10
Nio 89 72 (80,9) 17.(19,1) | 0(0,0) 0.180
Episédios Psicéticos Sim 5 5 (100,0) 0(0,0) 0 (0,0)
N/1 10
Mania 45 34 (75,6) 11(244) | 0(0,0) 0.300
Primeiro Episodio Depressiao 50 44 (88,0) 6 (12,0 0(0,0)
N/1 9
Niao 67 53 (79,1) 14 (20,9) | 0(0,0) 0,703
Delirios e Alucinac¢oes Sim 29 25 (86,2) 4 (13,8) 0(0,0)
N/1 8
Nio 60 48 (80,0) 12 (20,0) | 0(0,0) 0,840
Tentativa de Suicidio Sim 33 28 (84,8) 5(15,2) 0 (0,0)
N/1 11
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Tabela 4.5: Analise das caracteristicas clinicas manifestadas pelos casos, em comparagdo com os gendtipos para o gene /L-6 —rs1800795 e rs1800797

IL-6 - rs1800795

IL-6 - rs1800797

Casos Casos
Variaveis Clinicas
cC cG | GG | p AA AG | GG | »p
104 n (%) 104 n (%)
T Masc 27 2(74) | 14(519) | 11(40.7) | (140 27 2(74) | 13(48.1) | 12(444) | 00
Fem 77 6(7,8) | 25(32,5) | 46(59,7) 77 6(7,8) | 26(33,8) | 45(584)
Nio 36 3(83) | 15AL7) | 18(50.0) | s, 36 3(83) | 15(4L7) | 18(50.0) | s,
Historico Familiar Sim 57 4(7,0) | 18(31,6) | 35(61.4) 57 4(7,0) | 18(31,6) | 35(61,4)
N/ 11 11
Tipo 1 87 8(92) | 31(35.6) | 48(55.2) | (145 87 8(92) | 30(34.5) | 49(56.3) | 4,
Tipo Tipo 2 8 0 (0,0) 4 (50,0 4 (50,0 ’ 8 0 (0,0 5(62,5) 3(37.,5) ’
NI 9 9
Nio 29 4(138) | 13(448) | 12(414) | (40 29 4(138) | 13(44.8) | 12(4L4) | a0
Episodios Depressivos Sim 65 4(6,2) | 23(354) | 38(58,5) 65 4(6,2) | 23(354) | 38(58,5)
NI 10 10
Nio 89 6(6.7) | 34(38.2) | 49(55.1) | 34 89 6(6.7) | 34(38.2) | 49(55.1) | (34
Episédios Psicéticos Sim 5 2(40,0) | 1(20,0) 2 (40,0) 5 2(40,0) | 1(20,0) 2 (40,0)
N/ 10 10
Mania 45 4(8.9) | 21(46.7) | 20(44.4) | [0y 46 4(8.7) | 20(43.5 | 22(47.8) | | 400
Primeiro Episédio Depressio 50 4(8,0) | 14(28,0) | 32(64,0) 49 4(82) | 15(30,6) | 30(61,2)
N/ 9 9
Néo 66 6(9.1) | 24(36:4) | 36(54.5) | (940 66 6(9.1) | 26(394) | 34(5L5) | (a5
Delirios e Alucinac¢oes Sim 29 2(6,9) 11 (37.,9) 16 (55.2) 29 2 (6,9) 9 (31,0) 18 (62,1)
NI 9 9
Nio 60 5(83) | 25(AL7) | 30(50.0) | s, 60 5(83) | 25(4L7) | 30(50.0) | s,
Tentativa de Suicidio Sim 33 3(9,1) 10 (30,3) 20 (60,6) 33 39,1) 10 (30,3) 20 (60,6)
NI 11 11
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Tabela 4.7: Analise das caracteristicas clinicas manifestadas pelos casos, em comparagdo com 0s genotipos

para o gene IL-101s1800872 (T>QG)

IL-10 - rs1800872

Variaveis Clinicas Casos
TT G | 66 | p
104 n (%)
SEXO Masc 27 2(7.4) 15(55,6) | 10(37,0) 0.960
Fem 77 7(9,1) 43 (55,8) 27 (35,1)
Niao 36 4 (11,1 18 (50,0) 14 (38,9) 0.740
Historico Familiar Sim 57 4(7,0) 32 (56,1) 21 (36,8)
N/1I 11
Tipo 1 87 8(9,2) 50 (57,5) 29 (33,3) 0.200
Tipo Tipo 2 8 1(12,5) 2 (25,0) 5 (62.,5)
N/1I 9
Nio 29 134 22 (75,9) 6 (20,7) 0,026
Episodios Depressivos Sim 65 8(12,3) 30 (46,2) 27 (41,5)
N/ 10
Nio 89 9,5(0,5) | 47,5(52,5) | 33,5(37,0) 0.710
Episodios Psicoticos Sim 5 0,5(7,1) | 4,5(69,2) | 1,5(3.,1)
N/ 10
Mania 45 2(44) | 31(689) | 12267) |4 47
Primeiro Episodio Depressiao 50 7 (14,0) 21 (42,0) 22 (44,0)
N/1I 9
Niao 66 6 (9,1) 36 (54,5) 24 (36,4 0.962
Delirios e Alucinac¢oes Sim 29 3(10,3) 15(51,7) 11(37,9)
N/1I 9
Nio 60 70117 32 (53,3) 21 (35,0) 0.667
Tentativa de Suicidio Sim 33 2(6,1) 18 (54,5) 13 (39,4)
N/ 11
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Tabela 4.8: Analise das caracteristicas clinicas manifestadas pelos casos, em comparagdo com 0s genotipos

para o gene CACNAIC rs1006737 (A>G)

CACNAIC - rs1006737

Variaveis Clinicas Casos
AA | A | 66 | p
104 n (%)
SEXO Masc 27 5(18,5 | 14(51,9) 8 (29,6) 0.620
Fem 77 12 (15,6) | 34(44,2) | 31(40,3)
Nio 36 3(83) | 17(472) | 16 (44,4 0.400
Historico Familiar Sim 57 10 (17,5) | 27(47,4) | 20(35,1)
N/1I 11
Tipo 1 87 9(10,3) | 45(51,7) | 33(37,9) 0.032
Tipo Tipo 2 8 3375 | 1(125) 4 (50,0)
N/1I 9
Nio 29 2 (6,9) 12 (41,4 15 (51,7) 0.230
Episédios Depressivos Sim 65 9(13,8) | 34(52,3) | 22(33.,8)
N/ 10
Nio 89 11(12,4) | 42(47,2) | 36404 0.643
Episodios Psicéticos Sim 5 1(20,0) 3 (60,0) 1 (20,0)
N/ 10
Mania 45 7(15,6) | 22(48,9) 16 (35,6) 0.660
Primeiro Episodio Depressiao 50 5(10,0) | 24(48,0) | 21 (42,02)
N/1I 9
Niao 66 7(10,6) | 30(45,5) | 29439 0.430
Delirios e Alucinac¢oes Sim 29 5(17,2) 15 (51,7) 9(31,0)
N/1I 9
Nio 60 7(01,7) | 26(43,3) | 27(45,0) 0.382
Tentativa de Suicidio Sim 33 5(152) 18 (54,5) 10 (30,3)
N/ 11
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Tabela 4.9: Analise das caracteristicas clinicas manifestadas pelos casos, em comparagdo com 0s genotipos
para o gene BDNF rs4074134 (C>T)

BDNF - rs4074134
Variaveis Clinicas Casos
cc | cr [ 11 | p
104 n (%)
SEXO Masc 27 20 (74,1) 7(25,9) 0(0,0) 0.646
Fem 77 51 (66,2) 22 (28,6) | 4(5,2)
Niao 36 25 (69.4) 10 (27,8) 1(2,8) 0.844
Historico Familiar Sim 57 39 (68,4) 15 (26,3) 3(53)
N/1 11
Tipo 1 87 61 (70,1) 22 (253) | 4(4,6) 0.744
Tipo Tipo 2 8 5 (62,5) 3(37,5) | 0(0,0)
N/1 9
Nio 29 23 (79,3) 5(17,2) 134 0.430
Episodios Depressivos Sim 65 43 (66,2) 19 (29,2) 3 (4,6)
N/1 10
Nio 89 62 (69,7) 23 (25,8) | 44,5 0.724
Episodios Psicéticos Sim 5 3 (60,0) 2 (40,0) 0(0,0)
N/1 10
Mania 45 31 (68,9) 12(26,7) | 2(44) 1,000
Primeiro Episodio Depressiao 50 35 (70,0) 13 (26,0) 2 (4,0)
N/1 9
Niao 66 46 (69,7) 17(25,8) | 3495 1,000
Delirios e Alucinac¢oes Sim 29 20 (69,0) 8 (27,6) 1(3.4)
N/1 9
Nio 60 41 (68,3) 16 (26,7) | 3(5,0) 0.904
Tentativa de Suicidio Sim 33 23 (69,7) 9(27,3) 1(3,0)
N/1 11
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Tabela 4.10: Analise das caracteristicas clinicas manifestadas pelos casos, em compara¢do com os genétipos para o gene SERPI 1s28929474 e rs17580

SERPINAI - rs28929474

SERPINAI - rs17580

Casos Casos
Variaveis Clinicas
GG | GA | aa | p T | TA [ AA | p
104 n (%) 104 n (%)
“Exo Masc 27| 27(1000) | 00000 | 000.0) | jgoo L 27 | 22@8L5) | 50185 [0(00) | (g0
Fem 77 75(974) | 226 | 0(0,0) 77 65(844) | 12(15.6) | 0(0.0)
Niio 36 3507.2) | 1@28) [ 0000) | (499 30 | 32889) | 4(LD | 000.0) | 55
Histérico Familiar Sim 57 56 (98,2) 1(1,8) | 0(0,0) 57 44 (77,2) 13(22,8) | 0(0,0)
N/I 11 u
Tipo 1 87 86(98.9) | 1(LD | 0000) | (o 87 | 718L6) | 160184 | 0(0.0) | 5
Tipo Tipo 2 8 7 (87.,5) 1(12,5) | 0(0,0) 8 8 (100,0) 0000) | 0(0.0)
N/ 9 9
Niio 29 28(96.6) | 1GA4) | 0000) | oo | 2% | 26(89.7) | 3(103) | 0(0.0) | s
Episodios Depressivos Sim 65 64 (98,5) 1(1,5) [ 0(0,0) 65 2(80,0) | 13@200) | 0(0.0)
N/I 10 10
Niio 89 8797.8) | 2(22) [ 0000) | (50 |80 | T5(843) | 14057 | 000.0) | ¢
Episédios Psicéticos Sim 5 5(100,0) | 0(0,0) | 0(0,0) 5 3(60,00 | 240,00 | 0(0,0)
N/I 10 10
Mania 45 44(978) | 122) | 0000) | (499 |45 | 36(80.0) | 9(20.0) | 0(0.0) | s
Primeiro Episodio Depressao 50 49 (98,0) 1(2,0) | 0(0,0) 50 43 (86,0) 7 (14,0) 0 (0,0)
N/I 9 2
Niio 66 650985 | 1(15) [000) | (50l 66 | 57(864) | 9(13.6) | 0(0.0) | (40
Delirios e Alucinacdes Sim 29 28 (96,6) 1(34) | 0(0,0) 29 22 (75.9) 7 (24,1) 0(0,0)
N/ 9 9
Niio 60 8096,7) | 2(33) [ 0000) | (550 | 60 | 52(867) | 8(13.3) | 0(0.0) | e
Tentativa de Suicidio Sim 33 33(100,0) | 0(0,0) | 0(0,0) 33 25(75.8) | 8(242) | 0(0.0)
N/I 11 11
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5 DISCUSSAO

51 ODZ4rs12576775 (A>G)

A variante intronica presente neste gene foi identificada e associada pela primeira vez
com o TB em um estudo “GWAS” realizado em 2011 (138). Entretanto, estao disponiveis na
literatura diversos estudos com diferentes populagdes que corroboram a associagdo entre esta
variante ¢ o TB (74, 75, 139, 140). Um estudo realizado na Alemanha avaliou o impacto do
alelo de risco (G) em exames de imagem na regido da amigdala cerebral, que participa do
controle das atividades emocionais (humor). Os autores observaram que o alelo G neste SNP
influencia o processamento de recompensas na amigdala cerebral, aumentando a oxigenagao
desta regido em casos com transtornos de humor (139). Este achado ¢ importante devido ao
fato de casos bipolares demonstrarem um déficit no processamento de recompensas € no
controle da emogao (140). Outro estudo que corrobora este resultado foi realizado por Green
et al. (2013) com casos e controles do Reino Unido. Os autores observaram a associagcdo do
alelo de risco com o aumento de risco de desenvolvimento do TB (75). Recentemente, mais
um estudo também encontrou a associagdo do alelo de risco com o TB em uma populagdo

japonesa (74).

Entretanto, alguns estudos apresentam resultados divergentes daqueles descritos
anteriormente, como € o caso de um estudo realizado com casos e controles com populacdes
provenientes da Europa, Canada e Australia. Os autores sugeriram uma associacao do alelo A
(alelo selvagem) com o TB, ndo sendo este o alelo de risco (141). Além deste, um estudo
noruegués ndo encontrou nenhuma associacdo que suporte a relagdo entre o SNP e o TB

(142).

Em nosso estudo, nao encontramos diferencas significantes nas distribuicdes
genotipicas entre casos e controles. Porém, observamos uma frequéncia maior do alelo de
risco no grupo caso quando comparado com o grupo controle. Talvez o tamanho amostral

limitado ndo tenha permitido alcancar um resultado estatisticamente significante.
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5.2 NCAN rs1064395 (G>A)

O SNP rs1064395 (G>A) esta localizado na regido 3’ e foi associado ao TB em um
estudo realizado na populacao europeia, onde foi observada uma frequéncia maior do alelo de
risco (A) nos casos comparados com controles (68). Foi observado em um estudo realizado
com casos de origem alema, que os portadores do gendtipo AA ou GA apresentavam uma

alteracdo cortical, enquanto que os individuos GG nao demonstraram nenhuma alteracao (78).

Em nosso estudo foi observada uma frequéncia maior do alelo A em casos

comparados aos controles. Esta diferenca ndo possui valor estatistico significante.

53 FTO rs9939609 (T>A)

Diaz-Anzaldua et al. (2015) observaram a presenca do alelo de risco (A), em um
estudo realizado no México com uma frequéncia significantemente maior nos casos bipolares
quando comparados aos controles (84). Entretanto, os autores consideraram a obesidade como
um fator confundidor potencial que poderia estar influenciando os resultados observados. A
prevaléncia da obesidade em casos com TB também tem influéncia farmacolégica, visto que
os medicamentos utilizados no tratamento podem elevar o risco de desenvolvimento da
obesidade. Foi observado que entre 10% e 50% dos casos que utilizam antipsicoticos

obtiveram um aumento de peso significante ao longo dos anos (143, 144).

Entretanto, outros estudos possuem resultados em discorddncia com o apresentado
acima, como ¢ o caso de um estudo canadense realizado em 2012. Os autores identificaram
que o alelo de risco para o TB estd associado a um risco menor de desenvolver depressao,
independente do IMC (83). Um estudo asiatico com casos que possuiam depressao unipolar,
ndo observou associacdo do alelo A do SNP rs9939609 (T>A) com a doenga, indicando
diferencas genéticas populacionais ou uma influéncia especifica do F70O em casos de TB

(145).

Nosso estudo ndo obteve resultado estatisticamente significante quando comparamos
as frequéncias genotipicas entre casos e controles. Entretanto, ao analisar os genotipos com as
caracteristicas clinicas manifestadas pelos pacientes participantes deste estudo, observamos
que a presenga do alelo T aumenta 2,38 vezes o risco de recorréncia familiar em casos com

TB. Além disso, a presenca do genodtipo TT aumenta o risco em 4,23 vezes, quando
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comparado aos casos que ndo apresentam recorréncia familiar (p=0,010). Este resultado pode
indicar que este SNP presente no gene F7O possua um efeito moderado na causa do TB
quando ha historia familiar da doenca. Este resultado difere dos observados na literatura e

novos testes sdo necessarios para avaliar a contribuicao precisa deste gene na doenga.

Também foi observado que ao comparar o SNP com o TB-2, obtivemos um resultado
significante (p=0,006), o que pode indicar que o mesmo pode estar influenciando na
manifestagdo do tipo 2 da doenca. Entretanto, devemos ter em mente que este resultado pode
ter sido provocado pela pequena amostra da categoria TB do tipo 2. Novas analises precisam
ser feitas no sentido de neutralizar o possivel efeito que a presenca de casos obesos pode ter
em nossas observacdes. Foi observado resultado estatistico significante na comparacdo do

SNP com a auséncia de episodios psicoticos (p=0,040)

5.4 TNF-Ars1800629 G>A

Um estudo realizado em 2001 associou uma alteracdo na resposta inflamatoria com a
esquizofrenia, através da detec¢do de niveis anormais de citocinas pro-inflamatorias no
sangue periférico e liquido cefalorraquidiano de individuos afetados (95). Em 2016 foi
identificada a associacdo das concentragoes séricas de TNF-A com a conectividade estrutural
na regido limbica, que ¢ associada ao TB (146). Estudos realizados em 2007 e em 2014
encontraram uma possivel associacdo entre a expressdo de genes com a fungdo pro-

inflamatoéria e sintomas de fase maniaca (98, 147).

O SNP rs1800629 G>A do gene TNF-A foi avaliado em estudos anteriores em doengas
psiquiatricas como a Esquizofrenia e o TB, onde foi observado que na populacao polonesa, o
alelo G e o gendtipo GG foram mais frequentes em casos do que em controles (100). Porém,
na Italia, um estudo com esquizofrénicos mostrou uma relacdo do alelo A com o risco de
desenvolver a doenca (95). Na populacio alemd ndo foi encontrada nenhuma possivel

associacao deste SNP com desordens psiquiatricas (148).

Nosso estudo esta em concordancia com o resultado obtido na populagao polonesa,
onde observamos que o alelo G ¢ mais frequente em casos do que em controles, sugerindo que
este polimorfismo possa influenciar no desenvolvimento do TB. Porém, a diferenca nas

frequéncias foi pequena, ndo tendo sido alcangado um resultado estatisticamente significante.
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55 IL-6

Em 2012, foi realizado um estudo de associagao do SNP rs1800795 (C>G) em casos
com esquizofrenia e controles, e observaram que o alelo C era mais frequente em casos do
que em controles. Os niveis plasmaticos de IL-6 nos casos chegavam a ser 50% maior do que
em controles. Entretanto, casos e controles com gendtipo GG apresentavam niveis maiores de
IL-6 quando comparados com portadores do alelo C (149). Em 2014 foi avaliada a associagao
entre o SNP rs1800795 (C>G) e o volume do hipocampo de casos esquizofrénicos.
Observaram que casos com o gendtipo GG apresentavam reducdo do tamanho do hipocampo,
fato que corrobora a hipdtese de que o rs1800795 (C>G) pode influenciar na patogénese da

esquizofrenia (150).

Em concordancia com o estudo de 2014, nosso estudo também demonstrou uma
frequéncia maior do genotipo GG em casos do que em controles, porém este resultado nao foi
estatisticamente significante. Além disso, a0 compararmos casos com a presenga ou auséncia
de episodios psicoticos observamos uma associagdo estatisticamente significante entre o
genotipo GG e a auséncia de episodios psicoticos (p = 0,034). Desta forma, € possivel que o
genotipo GG confira um fator de protecdo contra a ocorréncia de episodios psicoticos em

casos com TB (OR: 0,131; IC 95% 0,022-0,783).

O SNP rs1800797 (A>G) contido no gene /L-6 foi avaliado na populacao chinesa
portadora de TB e comparada com grupo controle. Os autores observaram uma possivel
relagdo do genotipo GG com o risco de desenvolvimento da depressdo, tendo resultado
estatisticamente significante (p=0,01) (109). Entretanto, outros estudos apresentam resultados
divergentes, como ¢ o caso do estudo realizado em 2010 em Taiwan com casos
esquizofrénicos, onde ndo foi encontrada associagdo entre o rs1800797 (A>G) e a doenga
(151). Além deste, um estudo feito na populagdo polonesa com casos de esquizofrenia e seus

parentes também nao encontrou associagdo entre a doenga e este SNP (152).

Em nosso estudo, encontramos resultado em concordancia com o estudo da populacao
chinesa, visto que observamos uma maior frequéncia do gendtipo GG em casos quando
comparada com a frequéncia do gendtipo GG nos controles. No entanto, nosso resultado nao
demonstrou valor estatisticamente significante na comparacdo entre caso e controle. Mas, ao
compararmos o gendtipo GG com a presenca ou auséncia de episodios psicoticos, obtivemos

um resultado estatisticamente significante (p= 0,034; OR: 0,131; IC 95% 0,022-0,783).
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5.6 IL-101rs1800872 (T>G)

Um estudo europeu identificou que concentracdes séricas de IL-10, assim como as de
TNF-A, estdao associadas com a conectividade estrutural na regido limbica (146). Um estudo
mais recente, realizado na Polonia, ndo encontrou associagdo entre o polimorfismo rs1800872

(T>G) com a doenga (153).

Em nosso estudo observamos que o genotipo TG ¢ predominante no grupo controle.
Porém, esta frequéncia ndo apresenta valor estatisticamente significante. Entretanto, ao
compararmos 0s genotipos com a presenga/auséncia de episddios depressivos, obtivemos
resultado significante (p=0,026), o que sugere que este SNP possua influéncia na

predominancia do estado depressivo.

5.7 CACNAIC rs1006737 A>G

Além da modulacao do risco, o SNP rs1006737 (A>G) pode estar relacionado com
particularidades clinicas da manifestacdo do TB. Individuos com o alelo A aparentam ter uma
tendéncia a um comprometimento funcional nos dominios da fung¢do executiva e no
processamento emocional de rostos (154). Alguns estudos apontam também para um
comprometimento cognitivo em individuos homozigotos para o alelo A em relagdo a
individuos heterozigotos (155). E interessante notar que estes efeitos alelo- especificos foram

observados apenas em individuos afetados.

Esta hipotese ganha suporte da observagdo que, em tecidos post mortem provenientes
do cérebro, observa-se a reducdo da expressdo deste gene nos individuos com o alelo A.
Entretanto, a redugdo ¢ observada apenas na regido do cerebelo, ndo sendo observada nas

outras regioes do cérebro (156).

Em nosso estudo, observamos uma maior presenca do alelo A em casos do que em
controles, apresentando concordancia com a literatura. Entretanto, ndo foram encontradas
diferencas com valor estatistico significante. Porém, ao compararmos o SNP com a
manifestagdo do tipo 2 da doenga, observamos que o resultado obtido apresentou valor
estatistico significante (p=0,032), sugerindo que a presen¢a do genotipo AA pode influenciar
na manifestacdo do TB tipo 2. Entretanto, devemos considerar que este resultado pode ter sido

causado pelo pequeno tamanho amostral da categoria dos casos com TB do tipo 2.
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5.8 BDNF rs4074134 (C>T)

Ja foi descrita anteriormente a relacdo entre a diminui¢ao dos niveis plasmaticos de
BDNF e o TB durante episddios maniacos e depressivos (126, 157, 158). A diminui¢ao do

nivel plasmatico deste fator neurotréfico € um potencial biomarcador para o TB (159).

Estudos que sugerem uma possivel associagdo do polimorfismo rs6265 (G>A) com o
TB, onde foi observada em um estudo realizado com casos e controles norte-americanos uma
possivel associacao do alelo A com o risco de TB e um papel mais significante no inicio
precoce desta desordem (160). Outro estudo norte-americano também encontrou uma forte
evidéncia de que do alelo A estd associado com disfungdes cognitivas comumente

encontradas em casos bipolares (127).

Nosso estudo € o primeiro a avaliar a correlagdo do SNP rs4074134 (C>T) presente no
gene BDNF com o TB. Observamos uma frequéncia maior do alelo C em casos do que em

controles. Entretanto, esta diferenca nao foi estatisticamente significante.

5.9 SERPINAI

Este gene ¢ frequentemente associado com doencas pulmonares (128). Entretanto, um
estudo brasileiro sugeriu uma possivel correlacdo deste gene com TB, visto que este gene esta

relacionado as fun¢des da microglia (130).

Os SNPs 1528929474 (G>A) e rs17580 (T>A) do gene da SERPINAI sao conhecidos
por modular a funcdo deste gene. Ambos possuem o alelo A como alelo de risco. Nosso
estudo ¢ o primeiro a investigar a correlagdo destes SNPs com o TB. Em nossos resultados,
observamos que ambos os SNPs demonstraram uma frequéncia maior do alelo A no grupo
caso quando comparado com o grupo controle, porém, estes resultados nao apresentam
diferenca estatisticamente significante. Entretanto, ao compararmos o rs28929474 (G>A) com
o tipo de TB, observamos associagdo do genétipo GG com o tipo I da doenca (p=0,001),
sugerindo a influéncia deste SNP na manifestacdo deste tipo de TB. Entretanto, este resultado

pode ter sido gerado pelo tamanho amostral.
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6 CONCLUSAO

Apo6s a analise dos resultados obtidos ao longo deste estudo, podemos concluir que
ndo foram encontradas diferencas significantes na distribuicdo das frequéncias genotipicas
observadas entre o grupo caso € o grupo controle. Entretanto, as correlagdes entre 70 com
histérico familiar, tipo de TB e auséncia de episodios psicoticos, IL-6 e episddios psicoticos
(ambos os SNPs), IL-10 e episodios depressivos, CACNAIC e tipo de TB, e SERPINA 1
(rs28929474) e tipo de TB, demonstraram valores estatisticamente significantes. Com
excecdo do gene FTO e sua distribuicdo diferenciada entre individuos com recorréncia
familiar e casos esporadicos, acreditamos que os resultados observados possam ter sido
gerados pelo tamanho amostral utilizado em algumas comparacdes entre as diferentes
categorias. Além disso, acreditamos que o baixo nimero de comparagdes estatisticamente
significantes entre casos e controles pode ser explicado pelo baixo efeito destas variantes no
TB. O TB ¢ uma desordem altamente complexa, modulada por multiplas variantes de baixo
efeito molecular e, por isso, ¢ necessario um numero substancialmente maior de casos e

controles para a efetiva comparagdo dos diferentes grupos e categorias.
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8 APENDICES

8.1 Questionario de Episddio Maniaco — Controles

1 — Alguma vez vocé ja se sentiu fora do seu modo normal de ser e ...

S/N

... se sentia tdo bem e “pra cima” que levou as pessoas a pensarem que Vocé nao
estava em seu normal ou, entdo, isto Ihe trouxe problemas?

... ficava tdo irritado(a) que gritava com as pessoas ou comecava uma briga ou
discussdo sem motivo justificado?

.. sentia-se muito mais autoconfiante que o normal?

.. tinha muito menos sono que o normal e ndo sentia falta disso?

.. falava demais ou bem mais rapido que o normal?

... Seus pensamentos eram muito rapidos e vocé ndo conseguia mais pensar
calmamente?

... se distraia o tempo todo com as coisas ao redor e assim ndo conseguia concentrar-
se, nem continuar no seu caminho (para casa, ou para o trabalho, ou para outro
lugar)?

... Se sentia com mais energia que o normal?

... era muito mais ativo(a) e fazia muito mais coisas do que normalmente faz?

... era bem mais extrovertido(a) e procurava sempre os amigos, por exemplo,
telefonando para eles no meio da noite?

... era muito mais interessado(a) em sexo que normalmente?

... fazia coisas que normalmente ndo faz e que as pessoas consideravam loucura,
arriscadas ou desmesuradas?

... gastava dinheiro sem controle trazendo problemas para vocé ou sua familia?

2 — Se vocé respondeu SIM a mais de uma das perguntas acima, responda agora se
elas aconteceram no mesmo periodo de tempo.

3 — Quais problemas essas situacdes causaram a vocé, como por exemplo, incapacitagao para o
trabalho, problemas familiares, financeiros ou legais, envolvimento em brigas ou discussées?

Assinale apenas uma resposta.

( ) Nenhum problema

( ) Pequenos problemas

( ) Problemas médios

( ) Problemas sérios
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8.2 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Casos

Ministério da Satde

FIOCRUZ
Fundagdo Oswaldo Cruz

TERMO DE CONSENTIMENTO

Titulo do Projeto: ESTUDO DAS BASES GENETICAS DO TRANSTORNO BIPOLAR

Instituicdo: Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ

Pesquisador responsavel: Mario Campos Junior, PhD.

NOME DO PARTICIPANTE: DN:

REGISTRO: PROCEDENCIA:

Vocé esta sendo convidado a participar como voluntario do projeto de pesquisa “ESTUDO
DAS BASES GENETICAS DO TRANSTORNO BIPOLAR”, realizado pelo Laboratério de Genética Humana
do Instituto Oswaldo Cruz. Temos como objetivo pesquisar alteracGes no DNA que podem estar
associadas a doenca e utilizar estas informacgdes para ajudar a entender melhor as bases genéticas
das doencgas mentais.

Os resultados dessa pesquisa poderao abrir novas perspectivas para a identificagdo de causas
genéticas, recentemente identificadas, associadas com estas patologias e sua participagdo como
voluntdrio servird para que possamos comparar a incidéncia das altera¢gdes encontradas nos
pacientes com a do grupo de pessoas normais, sem a doenca. Nenhuma alteracdo com poder de
diagndstico de doencas ou de identificagdo humana sera pesquisada.

Todas as condutas adotadas nesta pesquisa seguirdo as normas de bioética descritas na
resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude. A participacdo dos controles neste projeto é
voluntdria e, a qualguer momento, vocé poderd recusar-se a participar ou retirar o seu
consentimento, sem que haja penalizagdo ou prejuizo.

Os exames para pesquisa de variacGes genéticas serdo gratuitos e serdo realizados a partir de
uma Unica amostra de 5 mL de sangue coletada com material descartavel. Embora esta coleta ndo
apresente riscos, eventualmente, poderdo ocorrer desconfortos e/ou hematomas. Asseguramos,
entretanto, que todos os procedimentos serdo acompanhados por uma equipe tecnicamente
treinada para garantir que estas eventualidades sejam minimas ou ndo ocorram. O DNA extraido do
sangue sera armazenado no Laboratério de Genética Humana do Instituto sob a responsabilidade
dos pesquisadores envolvidos, cabendo ao participante o direito de retira-lo do banco de DNA, a
qualguer momento, se assim o desejar. Cada amostra de material bioldgico serd identificada por
numeros especificos e podera ser utilizada para investigagdes futuras, desde que mediante o
consentimento dos doadores (ou de seus responsaveis) e/ou da aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Instituicdo.
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As condi¢Ges de sigilo quanto as informacgdes coletadas e aos resultados das analises, assim
como a identidade dos participantes serdo preservadas. Os resultados dos testes poderdo vir a ser
divulgados em revistas cientificas, respeitando a privacidade e o anonimato dos participantes.

Ao participante serd fornecido todo e qualquer esclarecimento que se fizer necessario antes,
durante e apds a realizacdo da pesquisa, que visa beneficiar os pacientes com doencas neuroldgicas e
psiquiatricas e suas familias através dos resultados encontrados.

Eu, , identidade
ne , declaro que li e compreendi o que me foi explicado e, desta forma,
autorizo voluntariamente minha participacao no estudo.

Rio de Janeiro, de de

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador

Em caso de duvidas,

Endereco e telefone do coordenador do projeto:

Laboratério de Genética Humana

Instituto Oswaldo Cruz / Fundag&o Oswaldo Cruz

Avenida Brasil, 4.365 — Pavilhdo Leonidas Deane, sala 611.
Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360

Tel.: (21) 3865-8213

e-mail: mario.junior@ioc.fiocruz.br

Endereco e telefone do Comité de Etica em Pesquisa:

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC
Instituto Oswaldo Cruz / Fundag¢do Oswaldo Cruz

Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansdo)

Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360

Tel.: (21) 3882-9011

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br
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8.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Controles

Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao O Ido Cruz

TERMO DE CONSENTIMENTO

Titulo do Projeto: ESTUDO DAS BASES GENETICAS DO TRANSTORNO BIPOLAR

Instituicdo: Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ

Pesquisador responsavel: Mdario Campos Junior, PhD.

NOME DO PARTICIPANTE: DN:

REGISTRO: PROCEDENCIA:

Vocé estd sendo convidado a participar como voluntdrio do projeto de pesquisa “ESTUDO
DAS BASES GENETICAS DO TRANSTORNO BIPOLAR”, realizado pelo Laboratério de Genética Humana
do Instituto Oswaldo Cruz. Temos como objetivo pesquisar alteragdes normais no DNA de individuos
voluntdrios saudaveis e utilizar estas informagdes para ajudar a entender melhor as alteragdes no
DNA encontradas em individuos com doengas mentais.

Os resultados dessa pesquisa poderdo abrir novas perspectivas para a identificacdo de causas
genéticas, recentemente identificadas, associadas com estas patologias e sua participacdo como
voluntdrio servird para que possamos comparar a incidéncia das altera¢des encontradas nos
pacientes com a do grupo de pessoas normais, sem a doenca. Nenhuma alteracdo com poder de
diagndstico de doencas ou de identificagdo humana sera pesquisada.

Todas as condutas adotadas nesta pesquisa seguirdo as normas de bioética descritas na
resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Salde. A participacdo dos controles neste projeto é
voluntdria e, a qualguer momento, vocé poderd recusar-se a participar ou retirar o seu
consentimento, sem que haja penalizagdo ou prejuizo.

Os exames para pesquisa de variacGes genéticas serdo gratuitos e serdo realizados a partir de
uma Unica amostra de 5 mL de sangue coletada com material descartavel. Embora esta coleta ndo
apresente riscos, eventualmente, poderdo ocorrer desconfortos e/ou hematomas. Asseguramos,
entretanto, que todos os procedimentos serdo acompanhados por uma equipe tecnicamente
treinada para garantir que estas eventualidades sejam minimas ou ndo ocorram. O DNA extraido do
sangue sera armazenado no Laboratério de Genética Humana do Instituto sob a responsabilidade
dos pesquisadores envolvidos, cabendo ao participante o direito de retira-lo do banco de DNA, a
qualguer momento, se assim o desejar. Cada amostra de material bioldgico serd identificada por
numeros especificos e podera ser utilizada para investigagdes futuras, desde que mediante o
consentimento dos doadores (ou de seus responsaveis) e/ou da aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa da Instituicao.
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As condi¢Ges de sigilo quanto as informacgdes coletadas e aos resultados das analises, assim
como a identidade dos participantes serdo preservadas. Os resultados dos testes poderdo vir a ser
divulgados em revistas cientificas, respeitando a privacidade e o anonimato dos participantes.

Ao participante serd fornecido todo e qualquer esclarecimento que se fizer necessario antes,
durante e apds a realizacdo da pesquisa, que visa beneficiar os pacientes com doencas neuroldgicas e
psiquiatricas e suas familias através dos resultados encontrados.

Eu, , identidade
ne , declaro que li e compreendi o que me foi explicado e, desta forma,
autorizo voluntariamente minha participacao no estudo.

Rio de Janeiro, de de

Assinatura do participante

Assinatura do pesquisador

Em caso de duvidas,

Endereco e telefone do coordenador do projeto:

Laboratério de Genética Humana

Instituto Oswaldo Cruz / Fundag&o Oswaldo Cruz

Avenida Brasil, 4.365 — Pavilhdo Leonidas Deane, sala 611.
Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360

Tel.: (21) 3865-8213

e-mail: mario.junior@ioc.fiocruz.br

Endereco e telefone do Comité de Etica em Pesquisa:

Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos - CEP FIOCRUZ/IOC
Instituto Oswaldo Cruz / Fundag¢do Oswaldo Cruz

Avenida Brasil, 4.036 - sala 705 (Expansdo)

Manguinhos - Rio de Janeiro-RJ - CEP: 21.040-360

Tel.: (21) 3882-9011

e-mail: cepfiocruz@ioc.fiocruz.br

79



8.4 Aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa

| IOC FUNDACAO OSWALDO CRUZ - W

FIOCRUZ/IOC asil

Irmiarwin (e aldo Cras

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Estudo das Bases Genéticas do Transtormo Bipolar
Pesquisador: Mario Campos Junior

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que nao necessita de andlise
ética por parte da CONEP;);

Versdo: 2

CAAE: 34802114.4.0000.5248

Instituigdo Proponente: Fundagdo Oswaldo Cruz - FIDCRUZNOC
Patrocinador Principal: Fundagao Oswaldo Cruz - FIOCRUZNOC

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 922.614
Data da Relatoria: 15/12/2014
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