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RESUMO

Introducdo: O suicidio é umas das dez principais causas de morte no mundo,
emergindo de uma interagdo complexa entre fatores genéticos, ambientais e
psicossociais. Neste aspecto, estudos identificaram que individuos com tendéncias
suicidas apresentam elevagdes nos niveis de citocinas pré-inflamatorias e alteragfes no
funcionamento do eixo HPA. Objetivo: Investigar a associacdo de um polimorfismo
gene do CRHR1 (rs110402) com o comportamento suicida, bem como os efeitos do
gendtipo sobre os niveis de IL-1B. Métodos: A amostra foi composta de 171 individuos,
e destes 15 apresentavam risco de suicidio, 20 ja haviam tentado o suicidio e 136 eram
controles. Realizamos a genotipagem dos individuos por PCR em tempo real e a
dosagem de IL-1P pela técnica de Elisa. Resultados: Individuos com um diagnéstico
clinico de tentativa de suicidio que carregavam o alelo A do SNP rs110402 mostraram
aumento dos niveis de IL-1B (19,3 IQR: 6,84 - 36,47) em relacdo ao grupo controle
(4,91 IQR: 3,22-6,39; p = 0,027). Avaliacbes isoladas em relacdo aos niveis dessa
interleucina e aos gendtipos desse polimorfismo ndo mostraram relagdo com o
comportamento suicida. Conclusdo: Nossos resultados sugerem que alteracdes no gene
do CRHR1 podem afetar os niveis de moléculas proé-inflamatdrias, mostrando as
interacdes complexas de marcadores bioldgicos no comportamento suicida.

Palavras-chave: Tentativa de suicidio; Risco de suicidio; eixo HPA; CRHRI1;
polimorfismo; IL-1p.



ABSTRACT

Introduction: Suicide is one of the ten leading causes of death worldwide, emerging
from a complex interaction between genetic, environmental and psychosocial factors. In
this aspect studies found that individuals with suicidal tendencies have elevations in the
levels of pro-inflammatory cytokines and alterations in the functioning of the HPA axis.
Objective: Investigate the association of the polymorphism in the CRHR1 gene
(rs110402) with the suicidal behavior, as well as the genotype effects on IL-1p levels.
Methods: Sample consisted in 171 individuals that participated in the study, from
which 15 were at risk of suicide, 20 had attempted suicide and 136 were controls. We
perform genotyping of individuals by real-time PCR and IL-1B levels measured by
ELISA technique. Results: Individuals with a clinical diagnosis of attempted suicide
carrying the A allele of SNP rs110402 showed increased IL-1p levels (19.3 IQR: 6.84 to
36.47) compared to the control group (4.91 IQR: 3.22 to 6.39; p = 0.027). Ratings
isolated from the levels of this interleukin and genotypes of the rs10402 SNP showed no
relationship with suicidal behavior. Conclusion: Our results suggest that alterations in
CRHR1 gene can affect the levels of pro-inflammatory molecules, showing the complex
interactions of biological markers in suicidal behavior.

Keywords: Suicide attempt, Suicide risk, HPA axis, CRHR1, Polymorphism, IL-13
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APRESENTACAO

O presente trabalho é apresentado como requisito parcial para obtencdo do titulo
de Mestre no Programa de Pos-Graduacdo em Saude e Comportamento (PPGSC). O
mesmo encontra-se divido em trés partes, sendo elas: o projeto intitulado: “Altera¢des
no receptor CRHR1 e niveis de IL-1p no comportamento suicida”, o artigo:
“Polymorphism in CRHR1 gene affects the IL-1p levels in suicide attempt”, e as
consideracdes finais. O projeto estd formatado segundo as normas da Associacao
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) e o artigo segue a formatacdo indicada pela
revista Genes, Brain and Behavior.

O trabalho seguiu 0 modelo de dissertacdo indicado pelo PPGSC. A primeira
parte do mesmo esta subdividida em Identificacdo; Introducdo; Objetivos; Hipoteses;
Reviséo de Literatura; Metodologia, e Referéncias. A segunda parte consiste no artigo
cientifico produzido, no qual avaliamos os niveis séricos de IL-1B e genotipamos o
polimorfismo rs110402 no gene do CRHR1 buscando investigar se alteragdes no eixo
HPA podem interferir nos niveis de IL-1p em individuos com comportamento suicida.

Na terceira parte da dissertacdo estdo as consideracgdes finais, as quais buscam
compilar os principais resultados do estudo, respondendo aos objetivos e hipoteses

propostas.
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2. INTRODUCAO

O suicidio é umas das dez principais causas de morte no mundo acometendo
aproximadamente um milhdo de pessoas por ano (WHO, 1999). A tentativa e o risco de
suicidio sdo ainda mais comuns (TONDO et al., 2007), tornando se essencial entender
0S mecanismos biologicos que contribuem com esse comportamento. O mesmo esta
ligado a diversos tipos de transtornos psiquiatricos e apresenta uma correlagdo positiva
com marcadores de ativacdo imunitéria independente do transtorno (STEINER et al.,
2008).

Dentre os marcadores imunitarios associados ao comportamento suicida,
destacamos a IL-1B, uma citocina pro-inflamatoria que tem sido implicada na
dor, inflamag&o e doengas auto-imunes (REN & TORRES, 2009), ela também atua na
modulacdo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA), interferindo tanto na secrecao
do hormoénio liberador de corticotropina (CRH), como do hormonio
adrenocorticotropico (ACTH), os quais sdo extremamente importantes no mecanismo
de resposta ao estresse (SUDA et al., 1990; TSAGARAKIS et al., 1989).

Desregulacfes no eixo HPA também tem sido encontradas em individuos com
comportamento suicida, havendo mais especificamente uma hiperativacdo do eixo nos
mesmos (TSAGARAKIS et al., 1989). O CRH, neuropeptideo chave deste eixo exerce
um efeito anti-inflamatério indiretamente através da producdo de cortisol, e um efeito
pré-inflamatorio direto sob as células do sistema imune, o que mostra uma relacao
mUtua entre as citocinas e 0 CRH (KARALIS et al., 1991). Polimorfismos no gene do
receptor para CRH do tipo 1 (CRHR1) tem se mostrado associados a susceptibilidade ao
suicidio (WASSERMAN et al., 2008; WASSERMAN et al., 2009 ). Neste contexto, o
objetivo do nosso estudo foi avaliar se o polimorfismo de troca Unica (SNP) rs110402
no gene do CRHRL esta associado ao comportamento suicida assim como aos niveis da
IL-1B em jovens adultos da cidade de Pelotas/RS que apresentam comportamento

suicida.



3. OBJETIVOS

3.1

OBJETIVO GERAL

Investigar alteracdes no eixo HPA e niveis de IL-1B no comportamento suicida

em jovens adultos residentes da cidade de Pelotas/RS.

3.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar a associacdo do polimorfismo rs110402 no gene do CRHR1 com o

comportamento suicida;

Investigar a associacdo dos niveis de IL-1p com o comportamento suicida;

Analisar se existe relagdo entre o0 genétipo e as caracteristicas

sociodemogréficas;

Avaliar a interacdo entre o polimorfismo rs110402 com o0s niveis séricos de IL-

1B de acordo com o diagnostico de risco ou tentativa de suicidio.



HIPOTESES

Existe associagdo entre o polimorfismo rs110402 no gene do CRHR1 com o

risco e a tentativa de suicidio;

Os niveis de IL-1p estdo associados ao risco e a tentativa de suicidio, estando

aumentados nos mesmos;
Né&o existe relacdo entre o gendtipo e as caracteristicas sociodemogréficas;
Individuos que apresentam o alelo A do polimorfismo rs110402 tém maiores

niveis de IL-1p nos individuos com comportamento suicida em relagdo ao

controle.



S. REVISAO DE LITERATURA

5.1 DESCRITORES

A busca bibliografica do presente trabalho foi realizada na base de dados do

PUBMED, onde foram utilizados os seguintes descritores: Suicide; Suicide attempt;

Suicide risk; Suicide behavior; HPA axis; Corticotropin-Releasing Hormone Receptors
(CRHR); CRHR1,; Polymorphisms; Cytokine e IL-1p. Para a realizacdo das buscas nao

se utilizou filtro.

5.2  SELECAO DOS ARTIGOS ENCONTRADOS

O total da busca através dos descritores utilizados foi de 270 artigos. Deste total,

54 foram incluidos no estudo ap6s um refinamento na busca (Tabela 1). Além disso,

alguns artigos utilizados neste projeto foram advindos das referéncias dos artigos

selecionados e através de pesquisadores importantes na area.

Tabela 1. Descritores utilizados para busca bibliografica

Busca PUBMED
Descritores Total de Artigos
artigos selecionados

Suicide behavior AND Cytokines 131 18
Suicide behavior AND HPA axis 79 12
HPA axis AND CRHR1 AND Polymorphism 35 10
Suicide attempt OR Suicide Risk AND 14 7
Corticotropin-Releasing Hormone Receptors

Suicide attempt OR Suicide Risk AND IL-1f3 6 5
CRHR1 AND Suicide AND Polymorphism 5 2
Total 270 54
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5.3 REFERENCIAL TEORICO

5.3.1 Comportamento Suicida

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aproximadamente um
milhdo de pessoas comentem suicidio por ano, sendo este considerado uma das dez
principais causas de morte no mundo (1999). O suicidio € um fenémeno complexo, no
qual fatores genéticos, sociais e psicoldgicos estdo implicados. O risco de suicidio tem
sido associado com o estado civil solteiro (KPOSOWA 2000), desemprego (WONG et
al., 2008), baixa classificacdo econdmica, género masculino (LAWRENCE et al.,
1999), doencas somaéticas, transtornos psiquiatricos (BLACK & MILLER, 2015;
SANTOS, et al., 2009), e historia de tentativa de suicidio (HAWTON et al., 2003;
NORDENTOFT et al., 2002). Além destes fatores, ha um crescente reconhecimento de
que a tendéncia suicida e o suicidio apresentam um comportamento familiar que pode
ser mediado pela transmissdo de endofenotipos, bem como pelas condi¢cdes ambientais.
Neste sentido, o comportamento suicida apresenta agregacao familiar, e ambos fatores
genéticos e ndo geneticos envolvidos na transmissao familiar deste comportamento
podem ser identificaveis no individuos com tentativa de suicidio e tornam-se alvos de
uma intervencdo terapéutica preventiva (MANN et al., 2005).

Evidéncias bioldgicas tem demostrado que individuos com comportamento
suicida apresentam alteracbes na resposta inflamatoria independente da doenca
psiquiatrica (STEINER et al., 2008), tendo niveis aumentados de citocinas pro-
inflamat6rias quando comparados aos controles ou a individuos com transtornos
psiquiatricos sem o risco de suicidio (O'DONOVAN et al., 2013; BLACK & MILLER,
2015; MONFRIM, et al., 2014). Além da ativacdo da resposta imune, 0 comportamento
suicida parece estar ligado a uma resposta exacerbada ao estresse, através da
hiperfungdo do eixo HPA (JOKINEN & NORDSTROM, 2008). No transtorno
depressivo, a hiperativacdo € um achado consistente (DIETRICH, 1998; JURUENA,
2013) sendo que muitos estudos demonstram que a exposicdo ao estresse cronico esta
envolvida na sua patofisiologia, através de uma disfungdo nos sistemas de resposta do

organismo que culmina em niveis elevados de cortisol (CLAES, 2009).
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5.3.2 Sistema imunoldgico e comportamento suicida: papel da Interleucina-1

O sistema imunoldgico é composto por uma rede de células, tecidos e 6rgaos,
que funcionam em conjunto para defender o organismo contra ataques de invasores
(CRUVINEL et al., 2010). Respostas desse sistema sao constituidas de barreiras fisicas
e quimicas (ex: pele e secrecfes), mecanismos imunitarios ndo especificos (resposta
inata) e o sistema imune especifico (resposta adaptativa) (STOREY & JORDAN, 2008).

A resposta inata oferece a primeira linha de defesa contra a acdo de
microorganismos, atraves da liberacdo de leucdcitos (principalmente macrofagos e
neutrdfilos), os quais irdo agir na fagocitose e destrui¢do destes agentes. Quando a acao
destes leucocitos ndo é capaz de eliminar todos os agentes patogenos, até por nao
conseguir fazer o reconhecimento dos mesmos, entram em acao os linfécitos do sistema
adaptativo, os quais proporcionam um meio mais versatil de defesa e maior protecédo
contra uma reinfeccdo subsequente (JANEWAY et al., 2001). O sistema inato e o
sistema adaptativo trabalham juntos, sendo que ap6s a migracdo dos leucécitos para o
lugar infectado e a execucdo da fagocitose dos microorganismos, 0s macrofagos
digerem os mesmos e transportam para a superficie algumas de suas particulas
(antigenos), que serdo reconhecidas pelos linfocitos dando continuidade a resposta
imune (BRIETZKE, 2010).

Existem dois tipos principais de linfocitos que agem no sistema adaptativo, o0s
linfocitos B e os linfocitos T, os linfdcitos T se desenvolvem no timo, e os linfécitos B,
em mamiferos, desenvolvem-se na medula 6ssea em adultos ou no figado em fetos
(ALBERTS & JOHNSON A & LEWIS, 2002). Os linfdcitos B sdo responsaveis pela
producdo e secrecdo dos anticorpos, e os linfocitos T apresentam diferentes funcdes de
acordo com a classe as quais pertencem. Entre estas classes esta a das células T
auxiliares (T helper), sendo consideradas as células mais importantes da imunidade
adaptativa, elas reconhecem o antigeno na superficie do macréfago e passam a secretar
mediadores do processo inflamatorio, as citocinas (ALBERTS & JOHNSON A &
LEWIS, 2002).

As citocinas sdo peptideos reguladores que agem nos processos de defesa do
hospedeiro, na reparacdo de tecidos e na interacdo e comunicacdo entre as células
(TONELLLI et al., 2008). As mesmas sao moléculas pleiotropicas, ou seja, podem atuar
sobre uma grande variedade de células diferentes, por vezes produzindo diferentes

efeitos (antagbnicas), e por outras efetuando as mesmas acbes (redundantes)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cruvinel%20Wde%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21125178
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(TOWNSEND & MCKENZIE, 2000). As agdes das citocinas podem ocorrer sobre as
células que as secretam (acdo autdcrina), sobre as células vizinhas (acdo parécrina), e
em alguns casos sobre as células distantes (agdo enddcrina) (ZHANG & AN, 2007). As
mesmas podem ser pro-inflamatorias, envolvidas no aumento da inflamacdo, ou anti-
inflamatdrias, atuando no controle das pro-inflamatérias (OPAL & DEPALO, 2000).

No cérebro, as citocinas mais estudadas sdo a IL-1p, o fator de Necrose Tumoral
a (TNF-0), e a Interleucina 6 (IL-6), citocinas pro-inflamatdrias classicamente
associadas a mediacdo da inflamacéo, elas sdo expressas em pequena quantidade no
Sistema Nervoso Central (SNC) em condi¢des normais, porém apds uma infeccdo ou
injuria, essas citocinas passam a ser expressas em quantidades elevadas, as quais tém
sido relacionadas a processos patoldgicos (SCHOBITZ & HOLSBOER & KLOET,
1994). Das citocinas apresentadas acima, os dados mais consistentes em relacdo aos
transtornos mentais sdo associados a IL-6, onde ha um aumento nos niveis da mesma
em transtornos depressivos, bipolares, esquizofrénicos e no suicidio (GANANCA et al.,
2016; FONSEKA et al.,, 2015; KOVACS et al., 2016; MARINI et al., 2016;
LINDQVIST et al., 2009; BLACK & MILLER, 2015; GOLDSTEIN et al., 2015; AL-
HAKEIM & AL-RAMMAHI & AL-DUJAILI, 2015). O TNF-a e a IL-1B também tém
sido associados com essas patologias, porém de forma um pouco menos consistente
(STRAWBRIDGE et al., 2015; BORTOLATO et al., 2015; AL-HAKEIM & AL-
RAMMAHI & AL-DUJAILI, 2015; WANG et al., 2016; PANDEY et al., 2012;
REMLINGER-MOLENDA et al., 2012).

Dentre as citocinas citadas, nosso foco é na IL-1p por ser um mediador critico da
resposta adaptativa ao estresse (GADEK-MICHALSKA et al., 2011) participando da
modulacdo do eixo HPA, onde interfere na secrecdo de CRH e de ACTH (SUDA et al.,
1990; TSAGARAKIS et al., 1989). A mesma é liberada principalmente por mondcitos
e macrofagos, bem como por fibroblastos e células endoteliais durante a inflamacao,
infeccdo, invasdo e lesdo celular (ZHANG & AN, 2007). A IL-1B tem sido amplamente
estudada ao falarmos de transtornos psiquiatricos (DINIZ et al., 2010; MOTA et al.,
2013; REMLINGER-MOLENDA et al., 2012; THOMAS et al., 2005), porém ndo se
sabe muito da sua relagdo com o comportamento suicida, sendo que os estudos sobre
sua concentracdo no mesmo trazem resultados controversos. Pandey e colaboradores
(2012) encontraram niveis aumentados de proteina e mMRNA da IL-1B no coértex pré-
frontal de vitimas de suicidio, resultados esses que foram compativeis com os dados

publicados por uma meta-analise que mostrou uma associacao entre os niveis de IL-1p e
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tendéncias suicidas (risco, tentativa e suicidio consumado) (BLACK & MILLER,
2015) .Divergindo destes resultados, o estudo de Tonelli e colaboradores (2008), néo
encontrou alteragdo nos niveis de IL-1f no cOrtex orbitofrontal de vitimas de suicidio.
No estudo de Gabbay et al. (2009) alteracbes nessa citocina também ndo foram
observadas no plasma de adolescentes deprimidos com tendéncias suicidas. As
diferencas entre os resultados apresentados mostram a importéancia de estudos que
visem elucidar o papel da IL-1B no comportamento suicida e verificar outras variaveis

que possam estar exercendo influéncia sobre a mesma.

5.3.3. Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal

O eixo HPA envolve a interacdo direta entre estas trés glandulas enddcrinas na
regulacao da secrecdo hormonal (YOUNG et al., 1995) e efetua um papel fundamental
em resposta a estimulos internos e externos (JURUENA, 2004). Na etapa inicial da
ativacdo do eixo, o hipotadlamo secreta uma série de hormonios liberadores e inibidores
que atuam sobre a pituitaria anterior regulando a secrecdo hipofisaria de hormonios de
acordo com o estimulo. Em especial, dentre os vastos tipos de hormdnios liberados pelo
hipotalamo, 0 CRH atua via ligacdo aos seus receptores metabotropicos CRHR1 e
CRHR2 na pituitdria produzindo um aumento do influxo de célcio e dos nivies
intracelulares de monofosfato de adenosina ciclico (AMP ciclico) (NEMEROFF, 1996).
Este processo desencadeia por sua vez, a ativacdo de vias de sinalizacdo intracelulares
através da fosforilagdo da proteina kinase A (PKA), resultando em uma maior
transcricdo do gene pro-opiomelanocortina (POMC), o antecessor imediato do ACTH e
da beta endorfina (AYALA, 2002). A liberacdo hipofisiara do ACTH estimula a
producdo de glicocorticoides pelo cortex da glandula adrenal (ISHITOBI et al., 2012)
(Figura 1). Uma vez liberado, o cortisol por meio de um mecanismo de retroalimentagéo
negativa, sera responsavel pela inibicdo da secrecdo do ACTH pela pituitaria e do CRH
pelo hipotalamo (JURUENA, 2004).
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Hipéfise
anterior

Glandula
adrenal

Mudangas fisiol6gicas
de apoio a resposta
de luta-ou-fuga

Figura 1. Mecanismo de funcionamentodo eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal*

Em humanos o CRH apresenta 41 aminoacidos, sendo sintetizado por um
precursor de 91 aminoacidos, chamado pré-pr6 CRH (AYALA, 2002). A regido
promotora do gene do CRH contém sitios de ligacdo para diferentes elementos de
resposta, como por exemplo, aos glicocorticdides (ROCHE et al., 1988; XU et al.,
2001; PARHAM et al., 2004) permitindo que fatores externos possam controlar a
transcricdo do seu gene. Além da sua producdo pelo hipotalamo, o CRH também ¢é
produzido em locais inflamatérios periféricos onde em contraste com seus efeitos
imunossupressores indiretos, exerce um efeito pré-inflamatorio direto (KARALIS et al.,
1991; PAEZ et al., 1995).

Como citado acima, a acao bioldgica do CRH é mediada por dois subtipos de
receptores diferentes, ambos acoplados a proteina G, o receptor CRHR1 e o receptor
CRHR2, os quais diferem-se quanto aos seus perfis farmacolégicos, afinidade de
ligantes e distribuicdo anatdmica (MULLER, 2001). Estes receptores ndo s6 se ligam
ao CRH, como também a outros peptideos relacionados ao mesmo, como as urocortinas
(UCN’s) (HOLSBOER, 2008).

O CRHR1 ¢ principalmente encontrado na pituitaria, amigdala, hipocampo,
cerebelo e cortex (KOOB & HEINRICHS, 1999). Os efeitos do CRHR1 nos padrdes de

! Figura disponivel em: http://www.psiquiatriageral.com.br/cerebro/texto13.htm
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potenciais de acdo nos neurdnios e na expressdo génica sdo dependentes tanto da dose
de CRH liberada quanto da regido cerebral na qual a estimulagdo estd ocorrendo
(WASSERMAN et al., 2010). O gene do CRHR1 esta localizado no brago longo do
cromossomo 17¢g21-31 abrangendo 51 Kb de DNA genémico e contendo 13 éxons
(BRADLEY et al., 2008).

Em relacdo ao CRHR2, podemos dizer que o mesmo apresenta trés subtipos,
sendo eles, o alfa, beta e gama. Apesar de entre eles existirem diferengas estruturais
ambos 0s subtipos apresentam caracteristicas farmacoldgicas similares. O gene do
CRHR?2 esté localizado no brago curto do cromossomo 17p14-15, abrangendo 30kb e
contendo 12 éxons (VILLAFUERTE et al.,, 2002). O CRHR2 é encontrado
abundantemente nos tecidos periféricos, mais especificamente no trato gastrointestinal,
pulmdo, ovario e nos miocitos cardiacos, apresentando uma menor quantidade no
sistema nervoso central (RIVIER et al., 2003). Diferentemente do CRHR1, o CRHR2
apresenta elevada afinidade pelas urocortinas e pouca afinidade pelo CRH (BALE et al.,
2005). O mesmo tem uma importante participagdo nos processos metabdlicos
envolvidos nos mecanismos de resposta para manutencdo da homeostase do nosso

organismo.

5.3.4 Alteracdes no eixo HPA, polimorfismos no CRHR1 e CRHR2

Alteracbes no eixo HPA podem causar uma inabilidade de regular e terminar
uma resposta a um evento estressor, causando um desequilibrio prejudicial ao individuo.
Estas alteracdes tém sido observadas em pacientes diagnosticados com transtornos
psiquiatricos (KECK, 2006; MAXWELL & BENNETT, 2008; JURUENA, 2013), bem
como em individuos que tentaram ou cometeram suicidio (ARATO et al., 1989;
JOKINEN et al., 2007; JOKINEN & NORDSTROM, 2009; LINDQVIST et al., 2008,
NEMEROFF et al., 1988). Acredita-se que essa desregulacdo no eixo possa estar
acompanhada ou ser fruto de variagdes genéticas, gerando uma busca por associagdes
entre genes importantes para o funcionamento do eixo e diferentes transtornos.

Neste contexto devido ao papel fundamental dos glicocorticdides no mecanismo
de feedback negativo do eixo HPA, polimorfismos no gene dos seus receptores (gene
NR3C1) vem sendo alvos de estudos, os quais ja apresentaram uma relagdo com a
susceptibilidade ao transtorno depressivo, com o curso da doenga no transtorno bipolar

e com comportamentos relacionados ao transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade
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(TDAH) (SZCZEPANKIEWICZ et al., 2011; FORTIER et al., 2013). A proteina de
ligagdo FK506 5 (FKBP5) que regula a sensibilidade do receptor de glicocorticdide
também tem sido um gene candidato nos estudos de transtonos psiquiatricos, sendo que
polimorfismos na mesma ja foram associados a depressao, ao transtorno de estresse pds-
traumatico (PTSD), a tentativa de suicidio e ao suicidio consumado (ZIMMERMANN
etal., 2011; BINDER et al., 2008; BINDER et al., 2004; ROY et al., 2010 ). Além dos
polimorfimos que interferem nos receptores dos glicocorticdides, existe uma vasta
literatura visando alteragdes que acomentem os receptores do CRH.

O gene do CRHR1 tem sido considerado um gene candidato nos estudos
farmacogenéticos, sendo que variagdes no mesmo tém sido associadas a diferentes tipos
de transtornos psiquiadtricos (ISHITOB et al., 2012; WEBER et al., 2015;
AMSTADTER et al.,, 2011) e a susceptibilidade genética para o suicidio, como
demostrado no estudo de De Luca e colaboradores (2010) no qual eles encontraram uma
interacdo significativa entre 0 CRHR1 e a proteina de ligagdo CRH com a tentativa de
suicidio e a gravidade do comportamento suicida em individuos com esquizofrenia. E
no estudo de Wasserman et al. (2008) onde eles demostraram uma associa¢do entre
alteracdes no gene do CRHRL e a tentativa de suicidio em individuos expostos a baixos
niveis de estresse.

Dentre os SNPs no gene do CRHR1, o0 rs110402 tem sido amplamente estudado,
demostrando associa¢do com transtorno depressivo (ISHITOB et al., 2012), com risco
aumentado de apresentar padrdo sazonal e idade precoce de inicio do primeiro episodio
de depressdo (PAPIOL et al., 2007), com aumento na resposta de cortisol, com
tracos de ansiedade (MAHON et al., 2013) e com tendéncias suicidas (WASSERMAN
et al., 2009). Estudos de haplotipos formados com este polimorfismo também ja
demonstraram um efeito protetor na depressdo e no trauma na infancia (POLANCZYK
et al., 2009; KRANZLER et al., 2011).

Em relagdo ao CRHR2, estudos com animais geneticamente modificados
deficientes para esse receptor mostram gque 0s mesmos ficam hipersensiveis ao estresse,
apresentam um aumento de ansiedade, agressividade e uma perda de mobilidade durante
0 estresse agudo (VILLAFUERTE et al., 2002; COSTE et al., 2006). Altera¢des no
gene desse receptor, também ja relataram associacdo com a depressdo, o que foi
demonstrado no estudo realizado por Ishtobi e colaboradores (2012) na populagédo
japonesa, o qual encontrou uma associagdo com o polimorfismo rs3779250 e o

transtorno depressivo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Papiol%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17467808
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Outro estudo que fortalece esta ideia foi realizado com uma populacdo
espanhola onde se observou um risco aumentado dos sintomas depressivos em
portadores do alelo G do polimorfismo rs2270007 no gene do CRHR2 (PAPIOL et al.,
2007).
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Autor, ano e
revista

Populagdo
estudada

Avaliagdes Biologicas

Objetivo

Principais resultados

Gabbay, V et al.

2009
Journal of child
and adolescent

psychopharmacolo
ay

12 adolescentes

com  depressdo
com tendéncias
suicidas, 18

adolescentes ndo
suicidas com
depressdo e 15
individuos
saudaveis

IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-1B
elL-4

Verificar se  adolescentes

deprimidos com tendéncias
suicidas apresentariam
aumento dos niveis
plasméticos do IFN- v,

TNF-0, IL-6, e IL-1B, e
verificar se  existe um

desequilibrio  pro-inflamatério
=anti-inflamatério (IFN-y = IL-
4), em comparagdo com
adolescentes deprimidos né&o
suicidas e controlos saudaveis.

Adolescentes  suicidas depressao
apresentaram niveis plasmaticos
significativamente  diminuidos de TNF-a
quando comparados aos adolescentes nao
suicidas com depressdo. Os niveis de IFN-y

foram significativamente maiores no grupo de
depressdo suicida e ndo suicida quando
comparados controles. A mensuragdo das

outras citocinas ndo diferiu entre 0s grupos

com

Pandey , G.N. et
al.

2012
Journal of

Psychiatric
Research

24  vitimas de
suicidio
adolescentes e 24
controles
pareados

IL-1B, IL-6 € TNF-a.

Verificar se existe diferenca na
expressdo dos genes e nos
niveis de IL-1p, IL-6 e TNF-a
no cortex pré-frontal (PFC) de
vitimas  de  suicidio em
comparagéo aos controles

A expressdo do mRNA e os niveis de IL-1p,
IL-6 e TNF-o foram significativamente
aumentados no cortex pré-frontal de vitimas de
suicidio em comparacgdo aos controles.
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Tonelli, L.H.
2008

Acta Psychiatrica
Scandinavica

34 vitimas de
suicidio e 17
controles

Espécies de mRNA para
TNF —a, IL-1p, IL-4, IL-5,
IL-6 e IL-13.

Analisar a expressdo de
algumas citocinas no coértex
orbitofrontal de vitimas de
suicidio.

A IL-4 foi encontrada aumentada em mulheres
vitimas de suicidio e a IL-13 nos homens
vitimas de suicidio. N&o houve diferenca em
relagdo as outras citocinas.

Jokinen, J. et al.
2009

Journal of affective
disorders

36 jovens adultos,
18 com tentativa
de suicidio e 18
sem a tentativa

Niveis séricos de cortisol

Investigar os resultados do
teste de  supressiéo  de
dexametasona (DST) e o0s
niveis séricos de cortisol pds-
dexametasona em  jovens
pacientes com transtorno de
humor com e sem tentativa de
suicidio

A ndo-supressao do DST foi associada a
tentativa de suicidio. O cortisol sérico pos-
dexametasona foi significativamente maior em
quem tinha tentativa de suicidio dos que ndo a
tinham, fortalecendo a ideia da hiperatividade
do eixo HPA no comportamento suicida

Wasserman D. et
al.

2008

Genes, Brain and
Behavior

272  trios de
familias com
descentes que

tentaram suicidio

CRH->
rs3176921

rs1870393 e

CRHR1-> rs1396862 e
rs4792887

Investigar os genes do CRH e
do CRHR1, sob maior nivel de
estimulacdo do fator de
transcricdo T-box19 (fator de
transcricdo do gene POMC)

Estratificacdo com base nos niveis de estresse
da vida mostrou uma associacdo do SNP
rs 4792887 no gene CRHR1 com a tentativa de
suicidio em individuos expostos a baixos niveis
de estresse, identificando esse SNP como um
possivel ~marcador para susceptibilidade
genetica do suicidio.
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Bradley, R. G. et
al.

42?2 individuos
Afro-americanos,

Examinar as interacbes gene x
ambiente entre polimorfismos

Os SNPs rs110402 e rs7209436 no CRHR1
apresentaram interacdes significativas com o

de baixo nivel | CRHR1> rs7209436, | genéticos no locus CRHR1 e | abuso de criangas. Alelos raros no rs7209436
2008 socioeconémico, | rs110402, rs242924 medidas de abuso infantil nos | (TT) ou rs110402(AA), apresentaram um efeito
e com altos sintomas  depressivos  em | genético protetor em pessoas expostas ao abuso
indices de trauma adultos. infantil.
Archives of |de vida e uma
General Psychiatry | amostra
independente de
199  individuos
brancos e com
maior nivel
socioecondmico
Ishitobi, Y et al. CRHR1-> rs4076452,
173 casos de DM | rs7209436,rs110402,
2013 e 285 controles rs242924, rs242940 e | Confirmar a associacdo da | O estudo mostrou uma associacdo entre 0S
rs173365 variacdo genética no SNPs rs110402 e rs242924 no CRHR1 e o
American CRHR1 e CRHR2 em relacdo | rs3779250 no CRHR2 com a DM, e uma
Journal of CRHR2->rs4722999, a depressdo e ao transtorno de | associagdo do polimorfismo rs242924 no
Medical Genetics rs3779250,rs2267710, panico ( TP) CRHR1 como TP.
Part B rs1076292, rs2284217 e

rs226771



https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCYQFjAB&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1002%2F(ISSN)1552-485X&ei=3akdVMHcNsbGsQTQ4ICoAQ&usg=AFQjCNHKHnKr_IKZqBp9kcy6dcKGMrSNfA&sig2=-BB6UDbTkYPBLlbjJK-Y7g&bvm=bv.75775273,d.cWc
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCYQFjAB&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1002%2F(ISSN)1552-485X&ei=3akdVMHcNsbGsQTQ4ICoAQ&usg=AFQjCNHKHnKr_IKZqBp9kcy6dcKGMrSNfA&sig2=-BB6UDbTkYPBLlbjJK-Y7g&bvm=bv.75775273,d.cWc
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCYQFjAB&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1002%2F(ISSN)1552-485X&ei=3akdVMHcNsbGsQTQ4ICoAQ&usg=AFQjCNHKHnKr_IKZqBp9kcy6dcKGMrSNfA&sig2=-BB6UDbTkYPBLlbjJK-Y7g&bvm=bv.75775273,d.cWc
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCYQFjAB&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1002%2F(ISSN)1552-485X&ei=3akdVMHcNsbGsQTQ4ICoAQ&usg=AFQjCNHKHnKr_IKZqBp9kcy6dcKGMrSNfA&sig2=-BB6UDbTkYPBLlbjJK-Y7g&bvm=bv.75775273,d.cWc
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAA&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1002%2F(ISSN)1552-485X&ei=QZQdVLXgGPL8sATe-4GACw&usg=AFQjCNHKHnKr_IKZqBp9kcy6dcKGMrSNfA&sig2=VymXmZjQtut7aJpZWzfK1A&bvm=bv.75775273,d.cWc
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAA&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1002%2F(ISSN)1552-485X&ei=QZQdVLXgGPL8sATe-4GACw&usg=AFQjCNHKHnKr_IKZqBp9kcy6dcKGMrSNfA&sig2=VymXmZjQtut7aJpZWzfK1A&bvm=bv.75775273,d.cWc
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCQQFjAA&url=http%3A%2F%2Fonlinelibrary.wiley.com%2Fjournal%2F10.1002%2F(ISSN)1552-485X&ei=QZQdVLXgGPL8sATe-4GACw&usg=AFQjCNHKHnKr_IKZqBp9kcy6dcKGMrSNfA&sig2=VymXmZjQtut7aJpZWzfK1A&bvm=bv.75775273,d.cWc

6. METODOLOGIA
6.1 DELINEAMENTO

O estudo seguiu um delineamento do tipo transversal de base populacional da zona urbana
de Pelotas-RS, e fez parte de um estudo maior em andamento intitulado “Estudo do
temperamento e transtornos psiquiatricos na interface entre psiquiatria, psicologia e
neurociéncias”, aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Catélica de Pelotas, protocolo
2010/15 [Anexo A]. Todos os individuos que aceitaram participar da pesquisa assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido [Anexo B].

6.2 PARTICIPANTES

A selecdo amostral foi realizada por conglomerados, considerando a populagdo de
aproximadamente 97 mil adultos de 18 a 35 anos de idade e a divisdo censitaria atual de 448
setores na cidade de Pelotas-RS, ambos fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE). Os participantes foram diagnosticados através da entrevista diagnostica

estruturada Mini International Neuropsychiatric Interview (MINI).

6.2.1 Calculo Amostral

O célculo do tamanho amostral foi realizado com o objetivo de determinar o tamanho
minimo necessario para que fosse detectada uma diferenca entre os portadores da variante
genética analisada. Essa andlise foi feita pelo programa Pepi Win, e o célculo utilizou um
estudo prévio com 159 individuos e tomou como base a proporc¢do do alelo mutado, resultando
em um total de 262 individuos requeridos para encontrar uma diferenca significativa utilizando
um alfa de 5% e poder de 80% (PAPIOL et al., 2007).

6.2.2 Critérios de incluséo
> Os participantes tinham entre 18 e 35 anos de idade;
» Residiam na zona urbana de Pelotas-RS, bem como no domicilio sorteado;

» Aceitaram participar do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido.

6.2.3 Critérios de exclusao
» Foram excluidos do estudo individuos incapazes de responder a entrevista por problemas

fisicos ou cognitivos.
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6.3 PROCEDIMENTOS E INSTRUMENTOS

6.3.1 Desfecho primario: Risco ou tentativa de suicidio

6.3.2 Desfecho secundéario: Polimorfismo e niveis séricos da IL-1

6.3.3 Critérios diagndsticos e Medidas psicoldgicas

O comportamento suicida foi avaliado através do Mini Internacional Neuropsychiatric
Interview (MINI). O Mini é uma entrevista clinica estruturada, que dura de 15 a 30 minutos, a
mesma € constituida por modulos diagndsticos independentes, que visam reduzir o tempo de

entrevista, tendo como prioridade a exploracdo dos transtornos atuais [Anexo C].

6.3.4 Coleta de dados sociodemograficos
As caracteristicas da amostra foram determinadas através do questionario
sociodemografico, incluindo avaliacdo socioecondmica, sendo esta feita através do uso do

Indicador Econdmico Nacional [Anexo D].

6.3.5 Coleta de material bioldgico

A coleta do material bioldgico foi realizada pela equipe de bioquimicos e enfermeiros
atraves de puncdo venosa de 12 ml de sangue no momento da aplicacdo do questionario, no
qual entrevistadores treinados (psicélogos ou psiquiatras) aplicaram 0s instrumentos e
avaliacdo diagndstica.

6.3.6 Analise do polimorfismo

Apos a coleta do material bioldgico, o DNA total foi extraido a partir de leucécitos do
sangue periférico utilizando-se o método descrito por Lahiri e Nurnberger (1987).
Posteriormente o0 DNA total foi quantificado por espectrofotometria e armazenado a -20°C até a
analise molecular. O polimorfismo apresentado na tabela 2 foi genotipado utilizando-se ensaios
de discriminacdo alélica por PCR em tempo real no termociclador 7500 Fast Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Primers e sondas do tipo TagMan MGB
foram designados utilizando-se o software Primer Express v3.0 e a sequéncia consenso do gene
obtida a partir do GeneBank (HTTP://www.ncbi.nlm.nih). As reaces de PCR foram realizadas
utilizando-se o tampdo TagMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems), 900nmol/l de
cada primer, 200nmol/l cada sonda (VIC e FAM) e 2ng de DNA, conforme determinacdes do



33

fabricante. Os resultados foram analisados no software System Sequence Detection v.1.4
(Applied Biosystems).

Tabela 2. Polimorfismo analisado

Nome Gene Posicéo Alelos Identificacédo do
cromossdmica SNP
CRHR1 17921-31 CIT rs110402

6.3.7 Dosagemda IL-1p

O niveis séricos da IL-1p foram avaliados atraves do método de Elisa utilizando kits
comerciais disponiveis (DuoSet ELISA Development, R&D Systems, Inc., USA) em um leitor
de microplacas (Molecular Devices, Espectra Max 190) .

6.4  ANALISE DE DADOS

Os questionarios foram digitados e codificados diretamente no programa Epilnfo6, no
momento da entrevista, sem necessidade de usar questionario de papel. As frequéncias
genotipicas e alélicas foram estimadas por contagem direta dos alelos e o equilibrio de Hardy-
Weinberg, testado pelo teste de qui-quadrado. As distribuicdes alélicas e genotipicas entre 0s
grupos de individuos foram avaliadas pelo qui-quadrado. Para a comparacdo de variaveis
continuas com distribuicdo normal entre os grupos de pacientes foi utilizados o testet t de
Student ou andlise da variancia (ANOVA), e o teste do qui-quadrado para comparacao entre
variaveis nominais. Para analise da interacdo entre os fatores realizamos a regressdo logistica
multinominal. Valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As

analises estatisticas foram realizadas através do pacote estatistico SPSS 21.0 para Windows.

6.5 ASPECTOSETICOS

Foram respeitados todos os principios eticos estabelecidos pelo Conselho Nacional de
Saude na Resolucdo N° 466 de 12 de Dezembro de 2012. Sendo assegurado o direito a
confidencialidade dos dados e o cuidado na utilizagdo das informagdes nos trabalhos escritos,
de modo que os participantes ndo possam ser identificados. As pessoas que apresentaram
transtornos psiquiatricos receberam encaminhamento para atendimento psicoldgico/psiquiatrico

no Campus da Saude da UCPel.
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6.5.1 Riscos
O presente estudo apresentou riscos minimos, ligados apenas a0 momento da coleta de

sangue, onde poderia ocorrer edema, ou dor local;

6.5.2 Beneficios
Além de gerar informacbes que vem a contribuir com a comunidade cientifica, os

participantes identificados com risco ou tentativa de suicidio receberam atendimento;
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6.7 ORCAMENTO

Produto Valor Quantidade | Valor total
unitario
(R$)

Material de Consumo
Master Mix 2.300,00 1 2.300,00
SNP Genotyping Assay 1.270,00 1 1.270,00
TMB 500,00 1 500,00
Kits Elisa (IL-1p) 3.500,00 1 3.500,00

Total 7.570,00
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Abstract

Approximately one million people commit suicide every year, being suicide attempts and
ideation even more common. Changes in the stress response and activation of immune system
have been associated with suicide risk. Here we evaluated the association of the rs110402, a
single nucleotide polymorphism (SNP) in the CRHR1 gene with suicide risk as well as the
genotypes effects on IL-1B levels. The study evaluated 171 subjects of which 15 were at
suicidal ideation, 20 had suicide attempt and 136 were controls. Genotyping was performed by
real-time PCR and IL-1p levels were measured by ELISA. No associations between IL-1p
levels and genotypes of rs110402 SNP were found with suicide risk. After stratification of
sample by genotypes, individuals with attempted suicide carrying the A allele showed increased
IL-1pB levels (19.3 IQR: 6.84- 36.47) compared to the control group (4.91 IQR: 3.22 t0 6.39; p
= 0.027) after adjusting for gender, age, psychiatric disorders, and body mass index. Thus, this
study showed that alterations in CRHR1 gene were associated with the levels of pro-
inflammatory molecules, reinforcing the multifactorial interactions of biological markers for

suicide risk.

Keywords: Suicide risk, HPA axis, CRHR1, Polymorphism, Inflammation, Interleukin-1
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1. Introduction
Approximately one million people commit suicide every year (WHO, 2013), being one
of the ten leading causes of death worldwide (Bertolete & Fleischmann, 2002). Suicide ideation
and attempt are even more common (Tondo et al., 2007), and identifying risk factors in patients
with psychiatric disorders is an area of increasing public health concern. The etiology of
suicidal behavior is complex in that genetic, psychological and environmental factors can play

arole (Correa et al., 2004).

One of the most consistent neurobiological findings related to suicidal behavior is
alterations in the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA) system, reflected as cortisol
nonsuppression following the dexamethasone test (DST) (Coryell & Schlesser, 2007; Jokinen
& Nordstrom, 2009; Lester, 1992; Mann et al., 2006;). Using a comprehensive measure of
allostatic load such as cortisol levels, repeated activation of HPA axis leads to dysregulation of
the immune, cardiovascular and endocrine systems (McEwen, 2000; McEwen, 1998). Indeed,
the activation of HPA axis and the immune system communicate at multiple levels through the
corticotropin-releasing hormone (CRH), which can indirectly exert an anti-inflammatory effect
via stimulation of cortisol release, and directly exerts a pro-inflammatory effect on immune
cells promoting the secretion of interleukine-1p (IL-1), interleukine-6 (IL-6) and TNF-a
(Karalis et al., 1991).

IL-1B is an endogenous signaling molecule released by macrophages and monocytes
during the acute phase of the inflammatory response acting as a critical mediator of adaptive
response to stress (John & Buckingham, 2003) by stimulation of CRH release (Gadek-
Michalska & Bugajski, 2010; Goshen & Yirmiya, 2009; Lopez-Castejon & Brough, 2011).
Noteworthy, IL-1p has been associated with suicidal tendencies, including risk, attempt and
completed suicide (Black & Miller, 2015). However, controversial data were described related
to IL-1p levels in the prefrontal cortex of suicide victims in relation to controls (Pandey et al.,

2012; Tonelli et al., 2008). Despite the role of IL-1p in psychiatric disorders (Diniz et al., 2010;
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Mota et al., 2013; Remlinger-Molenda et al., 2012; Thomas et al., 2005), data for the
association between this cytokine and suicide behavior are still conflicting, with no clearly
acknowledged association with the neurobiology of ideation and attempt suicide. Furthermore,
pro-inflammatory cytokines levels have been associated with suicide risk independently of
psychiatric disorders (Steiner et al., 2008).

Variability on genes of HPA axis could be related to the dysregulation on this axis and
immune response, increasing vulnerability for psychiatric disorders and suicidal behavior.
Indeed, genetic variations in the HPA axis were reported conferring risk for anxiety and mood
disorders, as well susceptibility to suicide (Domschke et al., 2013; Wasserman et al., 2008;
Xiao et al., 2011; Szczepankiewicz et al., 2011). One of the most extensively studied
polymorphisms in the CRHR1 gene is the rs110402, which has been associated with increased
risk for seasonal pattern and early age of onset of the first depressive episode (Papiol et al.,
2007), as well as differences in cortisol response, and anxiety traits (Mahon et al., 2013).
However, taking into account the hypothesis of HPA axis dysregulation in psychiatric
disorders, little is known about the role of CRHR1 polymorphisms and suicide susceptibility.
Thus, we investigated the association of rs110402 SNP with suicide risk (ideation and attempt),

as well as the role of its genotypes in IL-1f levels in these subjects.

2. Methods

2.1 Study design and participants

This cross-sectional study consisted of 171 individuals aged 18-35, enrolled from a
population-based study carried out in the urban Pelotas, Southern Brazil, in the period between
June 2011 to May 2013. Sample selection was previously described (Moreira et al., 2015), and
after identification of individuals, home visits were conducted in the morning when participants

answered a standard questionnaire to collect sociodemographic information, life style,
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psychiatric medication, and comorbidities. The subjects were evaluated using a structured
diagnostic interview, the Mini International Neuropsychiatric Interview according to the DSM-
IV criteria (M.LLN.l. 5.0., Brazilian version/DSM IV, Medical Outcome Systems Inc.,
Jacksonville, FL, USA). Those who answered yes to the questions on having tried suicide or
made some suicide attempt were framed in suicide attempt group. Those who answered yes to
the question on thoughts that it would be better to be dead (a) or wished to be dead (b), wanted
to hurt himself (c), thought of suicide or thought of a way to commit suicide (d), were classified
as suicidal ideation group. The study was approved by the Ethical Committee of the Catholic
University of Pelotas, Brazil (Protocol number 2010/15) and all participants signed the
informed consent. This study was conducted with 15 individuals with suicidal ideation, 20 with

suicidal attempt, and 136 control subjects without any history of mood disorder.

2.2 Biochemical assay

Blood samples were obtained by venipuncture after the clinical interview. The blood
was immediately centrifuged at 3500g for 15 min and serum isolated was kept frozen at —80°C.
Serum levels of IL-1p were measured using commercially available enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) kit for IL-1p (R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA).
Serum IL-1p was expressed in ng/ml. All samples and standards were measured in duplicate

and the coefficient of variation was less than 5%.

2.3 Molecular analyses

Total DNA was extracted from peripheral blood leukocytes using a standardized salting-
out procedure (Lahiri & Nurnberger, 1991). CRHR1 rs110402 (G/A) SNP was genotyped using
primers and probes contained in the 40x Human Custom TagMan Genotyping Assay (Life
Technologies, Foster City, CA, USA). The reactions were conducted in a 96-well plate, in a
total 5 pl reaction volume using 2 ng of genomic DNA, TagMan Genotyping Master Mix 1x

(Applied Biosystems), and Custom TagMan Genotyping Assay 1x. Then plates were positioned
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in a real-time PCR thermal cycler (7500 Fast Real PCR System; Applied Biosystems) and
heated for 10 min at 95°C, followed by 45 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min.
Fluorescence data files from each plate were analyzed using automated allele-calling software

(SDS 2:0.1; Applied Biosystems).

2.3 Statistic Analysis

Allelic frequencies were determined by gene counting and departures from the Hardy—
Weinberg equilibrium were verified using y°-tests. Comparisons of allelic and genotypic
frequencies among groups of patients were evaluated using y’-tests Sociodemographic and
clinical characteristics were compared using Xz-tests or One-Way ANOVA, as appropriate.
Variables with a normal distribution were presented as meanSD or percentage. Serum IL-13
levels showed a skewed distribution and were logarithmically transformed and represented as
median and interquartile range (IQR: 25-75%). Multinomial logistic regression analysis was
performed to evaluate the independence of rs110402 SNP association with IL-1p levels at
ideation and suicide attempt, adjusting for covariables such as gender, age, diagnosis of mood
disorder and body mass index. Results with p-values < 0.05 were considered statistically
significant. Subjects were categorized based on the presence of A alleles of the rs110402,

resulting in 90 A-allele carriers (AA or AG genotype) and 81 non-carriers (GG genotype).

3. Results

A total of 171 individuals were included in this study, with 136 controls, 15 participants
with suicide ideation and 20 with suicide attempt. The sociodemographic and clinical
characteristics according to suicide risk are compiled in Table 1. We found a significant
association between the groups in relation to gender (p<0.030), diagnosis of mood disorder

(p<0.001) and smoke (p<0.001), with higher prevalence of women, major depression and
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smoke in the groups of subjects with suicide ideation and attempt when compared to control
group. Regarding the biological variables, we did not observe a significant association between
suicide risk and genotype distribution (p=0.140) and II-1B levels (p=0.070). In our study,
participants made little use of psychiatric medication and this variable did not differ between
the groups (p=0.470). The distribution of rs110402 SNP did not differ between groups as
showed in Table 1. Regarding suicide risk, the frequency of A allele in control group was
52.2% (71), suicide ideation 73.3% (11) and suicide attempt 40.0% (8) (p=0.140). The
genotypes were in agreement with those predicted by the Hardy—Weinberg equilibrium for the
rs110402 SNP (x2=1.52; p=0.05).

Table 2 shows the sociodemographic and biological characteristics according to
genotype distribution and no significant differences were found for all variables analyzed (p>
0.05). The rs110402 SNP in CRHR1 gene alone was not associated with suicidal risk and IL-1
levels as shown in table 2. However, when we stratified the sample by the genotypes, subjects
with suicide attempt carrying the A allele presented increased levels of IL-1 levels [median =

19.3 (IQR: 6.84-36.47) in relation to control group 4.91 (IQR: 3.22-6.39; p = 0.027)] (Table 3).

Discussion

In the present study, we found that rs110402 SNP in the CRHR1 gene and IL-1f levels
were not associated with suicide risk. However, searching for the outcome of rs110402 SNP in
IL-1B levels, we observed that only suicide attempters carrying the A allele of the SNP

analyzed presented higher levels of this cytokine.

As previously described, the association of IL-1B with suicide risk is not well
established (Gabbay et al., 2009; Pandey et al., 2012; Tonelli et al., 2008). However, a recent
meta-analysis showed that levels of IL-1p and IL-6 were robustly associated with suicidality,
helping to distinguish suicidal from non-suicidal patients (Black & Miller, 2015). Here, we

showed for the first time that suicide attempters had higher levels of IL-1B according to



53

genotype of rs110402 SNP in the CRHR1 gene. Indeed, exposure to stress strongly contributes
to suicide attempts, where HPA disturbances are thought to be partially predictive of suicide
risk (Coryell & Young & Carroll, 2006; Mann & Currier, 2007; Pfennig et al., 2005). Thus, the
level of HPA activity in response to stress may be altered by CRHR1 expression and
functionality. In this context, Merali and colleagues found higher levels of CRH and decreased
CRHR1 mRNA expression in the frontal cortices of suicide victims (Merali et al., 2004).
Moreover, CRH binding sites are reduced in the frontal cortex of depressed suicides (Nemeroff
et al.,, 1988), and CRHR1 desensitization may develop within hours after exposure to
physiological concentrations of CRH (Aguilera et al., 2001; Roseboom et al., 2001). Taking
together, these data suggest that diminished CRHR1 expression in suicide victims may have

been secondary to a sustained increase of CRH activity.

IL-1B plays a regulatory role in the HPA axis by stimulation of CRH and ACTH
release, contributing to hyperactivity of the axis, one of the mechanisms associated to
several psychiatric disorders and suicide risk (Suda et al., 1990; Tsagarakis et al., 1989). In
turn, CRH can indirectly regulate the inflammatory response by cortisol and catecholamines
(Elenkov & Chrousos, 1999), or directly through local modulatory actions of the peripheral
immune system (Karalis et al., 1991). These findings suggest that genetic variations in genes
regulating the HPA axis, which has been associated with psychiatric conditions, may predict

variations in hormone levels and pro-inflammatory molecules.

A limited number of genetic studies have been conduced relating SNP in genes of HPA axis
and suicidal behavior, with inconsistent results (Leszczynska-Rodziewicz et al., 2013;
Wasserman et al., 2008). A recent study reported lack of association for haplotype genetic
variations in the CRHR1 gene and suicide attempt (Leszczynska-Rodziewicz et al., 2013).
Wasserman et al. (2009) found an association between the T and A alleles of SNPs rs4792287
and rs110402 and the T allele of rs12936511 of the CRHR1 gene in suicidal males, and also

identified a CRHR1 SNP associated with suicide attempters in individuals exposed to low-
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medium stress (Wasserman et al., 2008). Furthermore, the A allele of rs110402 SNP has been
also associated with age of onset and seasonal pattern of major depression (Papiol et al., 2007),
while the G allele was linked with major depression and increased cortisol levels (Bradley et

al., 2008; Hsu et al., 2012; Tyrca et al., 2009).

In line with our results, genetic studies showed that A allele of rs110402 SNP is
associated with lower levels of cortisol (Coryell & Schlesser, 2001; Mann et al., 2006). Here
we did not analyze CRH and cortisol levels, but based on previous studies, we can suggest that
the A allele of rs110402 SNP is able to change CRHR1 functionality when risk haplotypes are
inherited, subsequently culminating in increased IL-1B production and, possibly, modulating
HPA axis hormones. However, although the rs110402 SNP has been extensively studied in
relation to psychiatric disorders, the functionality of this SNP remains unclear (Binder et al.,
2010). Looking for haplotype studies, rs110402 SNP was found in linkage disequilibrium with
other SNP associated with psychiatric disorders (Ishitobi et al., 2012). Bem-Efraim and
colleagues (2013) for gene-environment interactions showed that the rs7209436 SNP, in
linkage disequilibrium with rs110402, and childhood physical assault were more predominant
among female suicide attempters. Moreover, rs4792887 also in linkage disequilibrium with
rs110402 and cumulative stressful life events were reported among male depressed suicide
attempters (Ben-Efraim et al., 2011). Furthermore, the haplotype TAT of rs7209436, rs110402
and rs242924 was found as protective for major depression disorder and childhood trauma

(Kranzler et al., 2011; Polanczyk et al., 2009).

In summary, our report suggests that alterations in CRHR1 gene was associated with IL-
1B levels among suicide attempters, showing the significance of interactions studies. These
interactions may provide a better understanding of suicidal causality. However, the present
study presents some important limitations to be considered. Firstly, the limited sample size may
be overshadowing the real association between genetic variations on CRHR1 gene and IL-1p

with suicidal risk, and a longitudinal study design could better clarify the causality of the
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association. Furthermore, analysis of other polymorphisms in the CRHR1 gene with recognized
alteration in functionality and expression, as well as measurement of HPA axis hormones,
could be essential to the comprehension of this association. This opens a range of opportunities

for future studies searching to clarify the complex neurobiology of suicidal behavior.
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Table 1. Characteristics of the sample according to the suicide risk.

Variables Control Ideation Suicide attempted p-value
Gender 0.03
Female 68 (50.0%) 11 (73.3%) 15 (75.0%)

Male 68 (50.0%) 4 (26.7%) 5 (25.0%)
Ethnicity 0.11
Caucasian 105 (77.2%) 9 (60.0%) 12 (60.0%)
Non-caucasian 31 (22.8%) 6 (40.0%) 8 (40.0%)
Age 26.10+4.9 28.7345.33 26.00+4.71 0.14
Socioeconomic class 0.06
Low 29 (21.3%) 7 (46.7%) 7 (35.0%)
Intermediate 72 (52.9%) 5 (33.3%) 12 (60.0%)
High 35 (25.7%) 3 (20.0%) 1 (5.0%)
MD Diagnosis
0.00
No MD 112 (83.0%) 5 (33.3%) 6 (30.0%)
Bipolar 11 (8.1%) 3 (20.0%) 4 (20.0%)
Depression 13 (8.9%) 7 (46.7%) 10 (50.0%)
Genotype CRH 0.14
GG 65 (47.8%) 4 (26.7%) 12 (60.0%)
GA/AA 71 (52.2%) 11 (73.3%) 8 (40.0%)
1-1p 5.75 (1.04-45.65)  6.36 (1.05-40.23)  10.54 (1.04-53.76) 0.07
BMI 25.93+5.30 28.75+5.40 26.14+5.35 0.15
Smoke* 0.00
No 101 (75.4%) 8 (53.3%) 7 (35.0%)
Yes 33 (24.6%) 7 (46.7%) 13 (65.0%)

Medication 0.47

Not use 72 (52.9%) 9 (60.0%) 8 (40.0%)
Psychiatric med 4 (2.9%) 1(6.7%) -

Others 60 (44.1%) 5 (33.3%) 12 (60.0%)
Total 136 15 20

Values expressed as mean + SD, median (interquartile range) or n (%). MD=Mood disorders; BMI=Body Mass

Index. *missing
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Table 2. Characteristics of the sample according to the genotypes of rs110402.

Variables rs110402 p-value
GG GA/AA

Gender 0.22
Female 49 (60.5%) 45 (50.0%)
Male 32 (39,5%) 45 (50,0%)

Ethnicity 0.77
Caucasian 61 (75.3%) 65 (72.2%)
Non-caucasian 20 (24.7%) 25 (27.8%)

Age 26.60+4.77 26.0615.12 0.47

Socioeconomic class 0.97
Low 20 (24.7%) 23 (25.6%)
Intermediate 42 (51.9%) 47 (52.2%)
High 19 (23.5%) 20 (22.2%)

MD Diagnosis*

0.78
No MD 59 (73.8%) 64 (71.1%)
Bipolar 9 (11.2%) 9 (10.0%)
Depression 12 (15.0%) 17 (18.9%)
1-1p 6.36 (1.04-51.74) 5.52 (1.04-53.76) 0.53
BMI 25.80+4.84 26.58+5.76 0.35
Smoke* 0.33
No 59 (72.8%) 57 (64.8%)
Yes 22 (27.2%) 31 (35.2%)
Medication 0.13
Not use 36 (44.4%) 53 (58.9%)
Psychiatric med 2 (2.5%) 3 (3.3%)
Others 43 (53.1%) 34 (37.8%)
Total 81 90

Values expressed as mean + SD, median (interquartile range), or n (%). MD=Mood disorders; BMI= Body Mass

Index *missing



Table 3. Levels IL-1pB according to the genotype

IL-1p P value
Median (25-75 percentile)
GG GA/AA
Control 6.36 (3.74-8.55) 4.91(3.22-6.39)
Suicide risk 12.44 (3.25-24.06) 6.36(3.49-14.62)
Suicide attempt 5.22(1.79-21.79) 19.3(6.84-36.47) 0.027

Values expressed as median (25-75 percentile)
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo mostrou que o alelo A do SNP rs110402 no gene do CRHR1 aumenta
os niveis de IL-1B em individuos que tentaram suicidio. Esse foi o primeiro estudo a investigar
a associacao entre o receptor do CRH e os niveis de interleucina, e os resultados encontrados
reforcam o papel da interacdo mutua entre a funcéo do eixo HPA e a IL-1p.

Em relacdo aos objetivos especificos, algumas hipoteses sugeridas no inicio do projeto
foram confirmadas por nossos resultados e outras refutadas. Esperavamos observar uma
associacdo do SNP com o risco e a tentativa de suicidio, porém essa associacdo ndo foi
encontrada. Em relacdo aos niveis de IL-1pB, apesar dos dados sobre sua associagdo com o
comportamento suicida serem conflitantes o estudo esperava encontrar niveis elevados da
mesma nesses individuos e nossos dados ndo confirmaram tal associagao.

Como esperado 0 genbtipo ndo teve associagdo com as caracteristicas
sociosdemograficas (p>0.05) e nossa Ultima hip6tese também foi confirmada, sendo que os
individuos que tentaram suicidio e apresentavam o alelo A do polimorfismo tiveram maiores
niveis de IL-1p em relagdo ao grupo controle.

Infelizmente durante a execucdo do projeto por problemas metodoldgicos acabamos
perdendo alguns participantes, ndo atingindo o numero amostral indicado pelo célculo da
amostra, porém apesar do nimero reduzido conseguimos observar uma diferenca significativa
entre os grupos utilizando um poder de 80% e alfa de 5%.

Investigacdes sobre o papel das citocinas como marcadores biolégicos de transtornos
psiquiatricos e do comportamento suicida, vem crescendo na Ultima década mostrando
consisténcia nas associa¢fes. Nossos resultados sugerem entdo que os niveis da IL-1p, a qual
apresenta ainda dados controversos na literatura, pode depender do perfil genético para ser um
bom biomarcador no comportamento suicida. Concluindo, nosso estudo abre um leque para que
pesquisas futuras incluam a andlise do perfil inflamatério concomitante com o perfil genético,

avaliando possiveis interagdes entre 0S mesmos.
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ANEXO A- Carta de aprovacio do Comité de Etica

UNIVERSIDADE CATOLICA DE PELOTAS
PRO-REITORIA ACADEMICA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA —~ CEP/UCPe!

RESULTADO

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Catélica de Pelotas analisou o projeto:
Ndamero: 2010/15

Titulo do projeto: “Estudo do temperamento e franstornos psiquidlricos na interface entre

psiquiatria, psicologia e neurcciéncias”

Investigador(a) principal: Ricardo Azevedo da Silva

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da UCPel, em reunido
datada de 29 de julho de 2010, ata n.° 05.
A avaliag&o foi realizada pelos membros do comité, baseada na andlise minuciosa do
projeto, apresentada por um dos membros.
Outrossim, informamos que é obrigatério a entrega do relatério de conclusdo pela
coordenagdo do referido projeto ao Comité de Etica — CEP/UCPel, na Secretaria da Pré-

Reitoria Académica da Universidade Catélica de Pelotas.

Pelotas, 30 de julho de 2010
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

unpvERsiADe UNIVERSIDADE CATOLICA DE PELOTAS - UCPEL

| IGATOLICA CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
o

DE PELOTAS

“PESQUISA SOBRE TEMPERAMENTO E TRANSTORNOS PSIQUICOS
DE JOVENS ADULTOS DE 18 A 35 ANOS DA CIDADE DE PELOTAS”

Este estudo estd sendo realizado com adultos de 18 a 35 anos e pretende avaliar as relagGes do
temperamento/comportamento com as caracteristicas psicoldgicas, psiquiatricas, sociais e neurobioldgicas.

Iniciaremos as entrevistas em agosto de 2010 e pretendemos finaliza-las 2011.

Se vocé aceitar fazer parte deste estudo, ird responder a um questiondrio que sera aplicado por
entrevistadores e precisard tirar sangue.

Os dados fornecidos por vocé durante a aplicacdo do questionario sera utilizado posteriormente para
analise, producdo de artigos cientificos cientifica e relatérios (para a coordenacdo dos servicos de salde e CNPq).
Entretanto, a equipe envolvida na pesquisa garante que a sua identidade permanecera em sigilo, respeitando a sua
privacidade. Esta pesquisa ndo apresenta qualquer risco importante a sua salde. O Unico inconveniente que o
participante pode ter é formar um pequeno hematoma (mancha roxa) no brago, em fun¢éo da coleta do sangue.

Seré coletado sangue (15ml) para que possamos dosar horménios, que podem influenciar a presenca de
sintomas relacionados com o temperamento/comportamento dos participantes da pesquisa. Alem disso serd
coletado 3 ml de saliva, por profissionais treinados. Posteriormente, as amostra de sangue e saliva serdo
examinados para determinar variacbes bioguimicas e hormonais. Ao final desse trabalho todos os dados que
possam vincular seu nome serdo inutilizados, para que os resultados possam eventualmente ser utilizados em
pesquisas futuras sobre 0 mesmo assunto.

Este estudo pode trazer varios beneficios. Ainda que em longo prazo, poderemos saber diferenciar
variantes bioguimicas e hormonais que possam aumentar a predisposicdo a sintomas relacionados a
comportamento/temperamento. Essas descobertas ajudardo o desenvolvimento do conhecimento cientifico, que
poderé eventualmente beneficiar vocé ou outras familias.

Os participantes que forem diagnosticados com algum transtorno psicolégico/psiquiétrico serdo
encaminhados para 0 Ambulatério do Campus da Salde da UCPel.

Vocé ¢ livre para abandonar o estudo em qualquer momento, sem prejuizos ou danos.

Em caso de duvidas sobre o estudo, maiores informagdes poderdo ser obtidas com o0s pesquisadores e
coordenadores do projeto: através dos nameros (53) 2128-8328 Laboratério do Mestrado; - (53) 8403-8723
(Jerdnimo Branco); (53) 8122-8378 (Ricardo Silva); — (53) 9156-8075 (Jean Oses).

Declaracdo do Participante

Eu, , declaro que ap6s tomar conhecimento
destas informagdes, aceito participar da presente pesquisa. Além disso, declaro ter recebido uma cépia deste
consentimento e que uma cépia assinada por mim sera mantida pela equipe da pesquisa.

Participante:

Declaracéo de Entrevistador
Eu, , declaro ter explicado sobre a natureza
deste estudo, assim como também me coloquei a disposicao do(a) entrevistado(a) para esclarecer as suas dividas.
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ANEXO C- Mini International Neuropsychiatric Interview

IWVI.XI.N.X.

Mini International Neuropsychiatric Interview

Brazilian version 5.0.0

DSM IV

Y. Lecrubier, E. Weiller, T. Hergueta, P. Amorim, L.I. Bonora, J.P. Lépine
Hopital Salpétriere — Paris - Franca

D. Sheehan, J. Janavs, R. Baker, K.H. Sheehan, E. Knapp, M. Sheehan
University of South Florida — Tampa — E.U.A.

Traducéo para o portugués (Brasil) : P. Amorim

© 1992, 1994, 1998, 2000, Sheehan DV & Lecrubier Y.

Todos os direitos séo reservados. Este documento ndo pode ser reproduzido, todo ou
em parte, ou cedido de qualquer forma, incluindo fotocopias, nem armazenado em
sistema informatico, sem a autorizagao escrita prévia dos autores. Os pesquisadores
e os clinicos que trabalham em instituigdes publicas (como universidades, hospitais,
organismos governamentais) podem fotocopiar o M.1.N.I. para utilizagdo no contexto
estrito de suas atividades clinicas e de investigacao.
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A. EPISODIO DEPRESSIVO MAIOR

SIGNIFICA : IR DIRETAMENTE AO(S) QUADRO(S) DIAGNOSTICO(S), ASSINALAR NAQO EM CADA UM E PASSAR AO MODULO SEGUINTE

Al  Nas duas Ultimas semanas, sentiu-se triste, desanimado(a), deprimido(a), durante a maior

parte do dia, quase todos os dias? NAO SIM 1
A2  Nas duas Ultimas semanas, quase todo tempo, teve o sentimento de ndo ter mais gosto por B
nada, de ter perdido o interesse e o prazer pelas coisas que lhe agradam habitualmente? NAO SIM 2
>
Al OU A2 SAO COTADAS SIM ? NAO SIM

A3 Duranteas duas Ultimas semanas, quando se sentia deprimido(a) / sem interesse pela
maioria das coisas:

a O seu apetite mudou de forma significativa, ou 0 seu peso aumentou ou diminuiu
sem que o tenha desejado ? (variacdo de + 5% ao longo do més, isto é, + 3,5 Kg,
para uma pessoa
de 65 Kg) NAO SIM 3
COTAR SIM, se RESPOSTA SIM NUM CASO OU NO OUTRO

b Teve problemas de sono quase todas as noites (dificuldade de pegar no sono, acordar no
meio da noite ou muito cedo, dormir demais)? NAO SIM 4

¢ Falou ou movimentou-se mais lentamente do que de costume ou pelo contrario, sentiu-se

agitado(a) e incapaz de ficar sentado quieto(a), quase todos os dias? NAO SIM 5
d Sentiu-se a maior parte do tempo cansado(a), sem energia, quase todos os dias? NAO SIM 6
e Sentiu-se sem valor ou culpado(a), quase todos os dias? NAO SIM 7
f Teve dificuldade de concentrar-se ou de tomar decisbes, quase todos os dias? NAO SIM 8

g Teve, por Varias vezes, pensamentos ruins como, por exemplo, pensar que seria melhor

estar morto(a) ou pensar em fazer mal a si mesmo(a) ? NAO SIM 9
A4 HAPELO MENOS 3 RESPOSTAS "SIM" EM A3 ? NAO SIM *

(ou 4 se A1 QU A2 =“NAO”)

EPISODIO
) DEPRESSIVO MAIOR

SE o(A) ENTREVISTADO(A) APRESENTA UM EPISODIO DEPRESSIVO MAIOR ATUAL: ATUAL
Aba Ao longo da sua vida, teve outros periodos de 2 semanas ou mais, em que se sentiu

deprimido (a) ou sem interesse pela maioria das coisas e durante os quais teve o0s >

problemas dos quais falamos [ SINTOMAS EXPLORADOS DE A3a a A3g ]? NAO SIM 10

b Entre esses periodos de depresséo que apresentou ao longo de sua vida, alguma vez teve

um intervalo de pelo menos 2 meses em que no apresentou nenhum problema de NAO SIM 11 depresséo
ou de perda de interesse ?

Nao Sim
Episodio Depressivo

A5b E COTADA SIM ? .
Maior Recorrente




C. RISCO DE SUICIDIO
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C1

C2

C3

C4

C5

C6

Durante o ultimo més:

Pensou que seria melhor estar morto (a) ou desejou estar morto (a) ?
Quis fazer mal a si mesmo (a) ?

Pensou em suicidio ?

Pensou numa maneira de se suicidar ?

Tentou o suicidio ?

Ao longo da sua vida:

Jé& fez alguma tentativa de suicidio ?

HA PELO MENOS UM "SIM" DEC1AC6?

SE SIM, SOMAR O NUMERO TOTAL DE PONTOS DAS
QUESTOES COTADAS SIM DE C1 - C6 E ESPECIFICAR
O RISCO DE SUICIDIO ATUAL COMO SE SEGUE:

Pontos
NAO SIM 1
NAO SIM 2
NAO SIM 6
NAO SIM 10
NAO SIM 10
NAO SIM 4
NAO SIM
RISCO DE SUICIDIO
ATUAL
1-5 pontos Baixo
6-9 pontos Moderado

>10 pontos Alto




D. EPISODIO (HIPO)MANIACO

SIGNIFICA : IR DIRETAMENTE AO(S) QUADRO(S) DIAGNOSTICO(S), ASSINALAR NAQO EM CADA UM E PASSAR AO MODULO SEGUINTE
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D1 a Alguma vez teve um periodo em que se sentia tdo euférico(a) ou cheio(a) de energia

que isso lhe causou problemas, ou em que as pessoas a sua volta pensaram que nado

estava no seu estado habitual ? NAO SIM 1

(NAO CONSIDERAR PERIODOS QUE OCORREM APENAS SOB O EFEITO DE DROGAS OU ALCOOL)

SE O(A) ENTREVISTADO(A) NAO COMPREENDE O SIGNIFICADO DE “EUFORICO” OU “CHEIO

DE ENERGIA”, EXPLICAR DA SEGUINTE MANEIRA: Por euférico ou cheio de energia, quero

dizer estar excessivamente ativo(a), excitado(a), ter menos necessidade de dormir, ter

pensamentos rapidos, estar cheio(a) de idéias ou extremamente motivado(a) ou

criativo(a) ou extremamente impulsivo(a). NAO SIM 2

SE Dla = SIM:

Sente-se, atualmente, eufdrico (a) ou cheio (a) de energia?

D2 a Alguma vez teve um periodo em que, por varios dias, estava tao irritdvel que insultava

as pessoas, gritava ou chegava até a brigar com quem ndo era de sua familia? Vocé

mesmo ou alguém achou que vocé estava mais irritavel ou hiperativo(a), comparado(a) a

outras pessoas, mesmo em situacdes em que isso lhe parecia justificavel ? NAO SIM 3

(NAO CONSIDERAR 0S PERIODOS QUE OCORREM APENAS SOB O EFEITO DE DROGAS OU ALCOOL)

SE D2a = SIM:

Sente-se, continuamente irritdvel atualmente? NAO SIM 4
>

Dla OU D2a SAO COTADAS “SIM” ? NAO SIM

D3 SeED1bou D2b = “SIM”: EXPLORAR O EPISODIO ATUAL

SE D1b E D2b = “NAO” : EXPLORAR O EPISODIO MAIS GRAVE

Quando se sentiu mais euférico(a), cheio(a) de energia ou mais irritavel :

Tinha a sensacéo que podia fazer coisas que 0s outros seriam incapazes de fazer ou que _

voceé era alguém especialmente importante? NAO SIM 5

Tinha menos necessidade de dormir do que costume (por ex., sentia-se repousado(a)

com apenas poucas horas de sono) ? NAO SIM 6

Falava sem parar ou tdo rapidamente que as pessoas ndo conseguiam B

compreendé-lo(a) ? NAO SIM 7

Os pensamentos corriam tdo rapidamente na sua cabega que ndo conseguia acompanha-

los ? NAO SIM 8

Distraia-se com tanta facilidade que a menor interrupgdo o fazia perder o fio daquilo _

que estava fazendo ou pensando ? NAO SIM 9

Estava tdo ativo(a) e agitado(a) que as outras pessoas se preocupavam por sua causa ? NAO SIM 10

Desejava tanto fazer coisas que lhe pareciam agradaveis ou tentadoras que ndo pensava

nos riscos ou nos problemas que isso poderia causar (gastar demais, dirigir de forma ~

imprudente, ter uma atividade sexual pouco habitual para vocé...) ? NAO SIM11

HA PELO MENOS 3 RESPOSTAS "'SIM" EM D3 >

0oU 4 st D1a = “NAO” (EPISODIO PASSADO) OU D1b = “NAQ” (EPISODIO ATUAL) ? NAO  SIM

M.LN.I. 5.0.0 Verséo Brasileira/ DSM IV / Atual (Junho, 2002)
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D4  Esses problemas dos quais acabamos de falar ja duraram pelo menos uma semana E Ihe
causaram dificuldades em casa, no trabalho / na escola ou nas suas rela¢fes sociais

OU voce foi hospitalizado(a) por causa desses problemas?NAO SIM

COTAR SIM, se SIM NUM CASO OU NO OUTRO

D4 E COTADA “NAO” ?

SE SIM, ESPECIFICAR SE O EPISODIO E ATUAL OU PASSADO

D4 E COTADA “SIM” ?

SE SIM, ESPECIFICAR SE O EPISODIO E ATUAL OU PASSADO

12
NAO SIM
EPISODIO HIPOMANIACO
Atual O
Passado 0O
NAO SIM

EPISODIO MANIACO
Atual O
Passado O
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ANEXO D- Questionario Sociodemogréafico

PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM SAUDE E COMPORTAMENTO

QUEST__ _
Setor: ____ Pessoq: _ e
1. Sexo do entrevistado:
(1) feminino (2} masculino
2. Qual éatuaidade? __ _ em anos completos

3. A tua cor ou raga é? (LER AS OPCOES)
(1) branca
(2) preta
(3) mulata
(4) amarela
(5) indigena

4. Peso: (Kg):
5. Altura {cm):

6. Qual a escolaridade do chefe da familia? (chefe du famnilia = pessoa de maior renda)
(1) nenhuma ou até 32 série (primdrio incompleto)
(2) 42 série (primério completo) ou 12 grau (ginasial) incompleto
(3) 12 grau (ginasial) completo ou 22 grau (colegial) incompleto
(4)
(5)

5) nivel superior completo

22 grau {colegial) completo ou nivel superior incompleto

7. Quantas pegas sdo utilizadas como dormitérios nesta casa? ___ pecas

8. Quantos banheiros existem na casa? (Considere somente 05 que tém vaso mais chuveiro ou
banheira). ____banheiros (00) Caso ndo tenha banheiro

NESTE DOMICILIO TEM, E SE TEM: QUANTOS?

9. Televisdo: 0) 1)y (2) (3) (4ou+)
10. Automavel (de uso particular): 0y (1) (2} (3) (4ou+)

" NESTE DOMICILIO TEM? {em condicdes de uso)

11. Radio: ' (0) ndo (1) sim
12. Geladeira ou freezer: {0) ndo {1) sim
13. Videocassete ou DVD: (0) ndo (1) sim

14. Maquina de lavar roupa {nio considerar o tanquinho): (0) ndo (1) sim

pessoa

sexo

idade _

cpele

peso__

altur___

escch

ndorm __ __

nbanho __ __

ntv

nauto

radio

elad _
ideo
lavar __



15. Forno de micro-ondas: (0) ndo (1) sim
16. Telefone fixo (ndo considerar celular): {0) ndo (1) sim
17. Microcomputador: (0) ndo (1) sim
18. Aparelho de ar condicionado: (0) ndo (1) sim

19. Até a série que tu completaste na escola, s3o quantos anos de estudo?
(00} se nunca estudou __ ___anos completos.

20. Qual o teu estado civil?
(0) solteiro (1) casado/vive junto  (2) separado/divorciado

21. Estas trabalhando atualmente?
(0) ndo {1) sim (8) Nunca trabalhou

22. Tu tens pais separados?
(0) ndo (1) sim

23. Atualmente, moras com:
Pai? (O)N3o (1) sim
SE NAO: Até que idade morou? ____anos completos (88) quando mora até hoje

M3e? (0) N3o (1) sim
SE NAO: Até que idade morou? ___ anos completos (88) quando mora até hoje

24. Morastes por pelo menos um més com padrasto ou madrasta? (mesmo que more com os

pais) (0) N3o (1) sim

25. Tu tens filhos? SE SIM: Quantos?
(00) Nao tem filhos (pule para questdo 27) ____filhos

26. Com quantos anos tiveste o primeiro filho? ____anos (88) NSA

SE: TEVE FILHOS com 20 anos ou mais pule para questdo 29.

27. Teu primeiro filho foi planejado?
(0) ndo (1) sim (8) NSA
28. Tu moras com teu filho?

(0} ndo (1) j3 morei, n3o moro mais {2) sim (8) NSA

29. Vocé faz atividade fisica regularmente?
(0} N3o (1) Sim (pule para a questdo 29)
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microond __
telfix __
microc ___
arcond __

escolj

ecivil

trabatu __

apisepa __

mpai __
iddpai __

mmae __

iddmae

padrast

filho __

iddfilho __

planej __

mfilho

ativreg




30. Qual o principal motivo para tu NAO fazeres atividade fisica REGULARMENTE?
(01) Falta de tempo
(02) Falta de dinheiro
(03) Cansago, preguica
(04) Falta de companhia
(05) Falta de local apropriado
(06) Lesdo, doenga ou restricdo médica
(07) Nao precisa/ndo gosta
() Outro. Qual?
(88) Ndo se aplica
31. Qual o principal motivo para tu fazeres atividade fisica REGULARMENTE?
(01) Importante para a satide/bem-estar
(02) Por problema(s) de saide/doenca
(03) Recomendagio/orientacio médica
(04) Preparo fisico/condicionamento

(05) Emagrecimento/perda de peso
(06) Beleza/estética/manter a forma
(07) Porque gosta/por diversdo ou lazer
() Outro. Qual?

(88) Ndo se aplica

<+ As seguintes perguntas referem-se as atividades fisicas que vocé fez nos ultimos sete dias,
unicamente por recreagio, esporte, exercicio ou lazer.

32. Desde <dia da semana> passada, quantos dias tu caminhastes por, "pelo menos, 10
minutos seguidos" no seu tempo livre? (ndo considere as caminhadas para ir ou voltar do seu
trabalho ou escola) (0) Nenhum (pule para a questdo 34) ____dias nasemana

33. Nos dias em que tu caminhaste no seu tempo livre, quanto tempo no total tu gastou em
minutospordia? __ _ minutos (888) Nao se aplica

< A proxima pergunta é sobre atividade fisica FORTE.
Atividades fisica "fortes" é aquela que precisa-de um grande esforco fisico e que fazem vocé
respirar "muito"” mais forte que o normal (néo considere as atividades feita no trabalho)

34. Desde <dia da semana> passada, quantos dias tu fez atividades FORTES no teu tempo livre,
por pelo menos 10 minutos continuos, como correr, fazer ginastica/academia, nadar rapido ou
pedalar rapido? (0) Nenhum (pule para a questéo 36) __dias na semana

35. Nos dias em que tu fizeste estas atividades FORTES no teu tempo livre, quanto tempo no
total tu gastaste em minutos "por dia"? ___ minutos (888) Nao se aplica

“* A préxima pergunta é sobre atividade fisica MEDIA.
Atividades fisica "média" é aquela que precisam de algum esforgo fisico e que fazem respirar
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princnao __

prinsim __

Ipaql

lpag2 __

Ipag3 __

lpagd __




"um pouco” mais forte que o normal (héo considere ags atividades feita no trabalho)

36. Sem considerar as caminhadas, desde <dia da semana> passada, quantos dias tu fez
atividades MEDIAS no seu tempo livre por pelo menos 10 minutos, como pedalar ou nadar a
velocidade regular, jogar bola, vélei, basquete, ténis?

(0) Nenhum (pule para a questéo 38) ___dias na semana

37. Nos dias em que tu fizeste atividades MEDIAS no seu tempo livre, quanto tempo no total
tu gastaste em minutos "pordia"? ____ minutos (888) N3c se aplica

% Agora vamos falar sobre deslocamento. Pense em qualquer tipo de caminhada ou
pedalada nos dltimos sete dias, para ir de um lugar para outro.
38. Em quantos dias da ultima semana vocé andou de bicicleta por pelo menos 10 minutos

continuos para ir de um lugar para outro? (Néo incluir o pedalar por lazer ou exercicio)
(0) Nenhum (pule para a questéo 38) ___dias na semana

39. Nos dias em que vocé pedala quanto tempo no total vocé pedalou por dia, para ir de um
lugar para outro em minutos?  minutos (888) N3o se aplica

40. Em quantos dias da ultima semana vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos
para ir de um lugar para outro? (N3o incluir caminhadas por lazer ou exercicio)
(0} Nenhum (pule para a questio 42) dias na semana

41. Nos dias em que vocé caminha quanto tempo no total vocé caminha por dia para ir de um
lugar para outro em minutos? _____ minutos (888) N3o se aplica

«» Agoravamos falar sobre alguns aspectos de tua satide.

42. Tu tens algum problema de satide?
(0) ndo (pule para a questéo 44) (1) sim

SESIM:43.  Qual a doenga?
Qual a doenga?
Qual a doenga?

Qual a doenga?

44. Tu ja consultaste com psiquiatra ou psicologo?
(0) ndo (1) sim

45. Tu ja fizeste ou fazes tratamento psicoterapéutico com psiquiatra ou psicélogo?
(0} ndo (1) sim

46. Tu baixaste hospital alguma vez por problemas de nervos/psiquiatricos?
(0) ndo (1) sim. SE SIM: Quantas vezes tu foi internado? ____internacbes

47. Nos ultimos 30 dias, tu tomaste alguma medicagio?
(0) ndo (1) sim
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Ipag5

lpagb __

Ipaq7 __

lpaq8 __

Ipaq9

lpaql0 ___

doenca __
qualdl
quald2 __
quald3 __
qualdd __
cons __
tratpsi __
intern __

nintern __

medic __




Medicacdo 2:
Medicacdo 3:
Medicagdo 4:
Medicagao 5:

SE SIM: Qual a medicagio?
Medicagdo 1:

l:mediql .
j mediq2 __
tmediq3 __
tmediqd __
tmediqs __

48. Alguma vez na vida tu fizeste tratamento com acupuntura?

*(0) ndo (pule para a questdo 50) (1) sim

49. SE SIM: Por quais problemas de saude procurastes o tratamento com acupuntura?
Motivo 1:
Motivo 2:
Motivo 3:

* Neste momento, gostariamos que vocé lesse com atengdo os eventos vitais listados abaixo, marcando

se eles aconteceram ou ndo com vocé ULTIMO ANO.

50.
51
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
6.
62.
63.
64.
65.
66.
67.

Morte do conjuge
Separagao

Casamento

Morte de alguém da familia
Gravidez

Doenga na familia

Acréscimo ou diminui¢do do nimerc de pessoas morando em sua casa

Nascimento na familia

Mudanga de casa

Mudanca de escola

Reconciliagdo matrimonial

Aposentadoria

Perda de emprego

Mudanca de trabalho (favoravel ou desfavoravel)
Dificuldades com a chefia

Reconhecimento profissional

Acidentes

Perdas financeiras

(88) Nao se aplica
(88) N3o se aplica
(88) N3o se aplica

(1) sim
(1) sim
{1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
{1) sim

(1) sim

(0) néo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) n3o
(0) ndo
(0) ndo

(0) ndo

lacupunt __

eventa ___
eventb
eventc
eventd
evente __
eventf
eventg

eventh

eventi __
eventj
eventk
eventl
eventm __
eventn __
evento __
eventp __
eventq

eventr __
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motlacu__
mot2acu _____
mot3acu __



68.
69.
70.
7.
7
73.
74.
75.

Dificuldades sexuais

Problemas de sadde

Morte de um amigo

Dividas

Mudangas de habitos pessoais
Mudancas de atividades recreativas
Mudangas de atividades religiosas

Mudangas de atividades sociais

(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim

(1) sim

(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo
(0) ndo

(0) ndo

levents __
eventt __
eventu
leventw __
eventv __
eventx
leventy

leventz __
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