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“The feeling of awed Wonder that science can give us is
one of the highest experiences of which the human psyche is
capable. It is a deep aesthetic passion to rank with the finest
that music and poetry can deliver. It is truly one of the things
that make life worth living and it does so, if anything, more
effectively if it convinces us that the time we have for living is
quite finite”. (Richard Dawkins, Unweaving the rainbow:
Science, Delusion and the Appetite for Wonder. London -

1998)

“O deslumbramento que a ciéncia pode nos
proporcionar € uma das mais elevadas experiéncias pelas
quais a psique humana é capaz. E uma profunda paix&o
estética ao par do que a musica e a poesia podem oferecer de
melhor. E, realmente, uma das coisas pelas quais vale a pena
viver, ainda mais se nos convence de que esse tempo é
bastante limitado”. (Richard Dawkins, Desvendando o arco-

iris: Ciéncia, llusdo e Encantamento. Londres - 1998)



RESUMO

Introducdo: A neurobiologia dos transtornos de ansiedade (TA) é complexa e envolve
interacbes ambientais e genéticas ainda ndo conhecidas. Esses transtornos, comumente,
iniciam durante a infancia e adolescéncia, persistindo ao longo da vida. O comprometimento
da resposta biologica frente ao estimulo estressor, encontrado em muitos pacientes com TA,
sugere a influéncia do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) nestes transtornos e, portanto,
os polimorfismos associados ao eixo HHA poderiam ser estudados em genes candidatos. Os
estudos que almejam entender a etiologia dos TA devem, também, explorar as alteracGes
epigenéticas (incluindo a metilacdo do DNA) decorrentes das influéncias ambientais.
Objetivos: Estudar, em adolescentes, polimorfismos genéticos funcionais do eixo HHA,
interacdes Gene x Ambiente (G x A) e metiloma do DNA, considerando as diferentes
trajetdrias dos TA.

Métodos: Foi realizada a extracdo de DNA das células do epitélio bucal de 228 adolescentes
(131 casos e 97 controles para os TA) e foram genotipados, por PCR em tempo real,
polimorfismos funcionais envolvidos com o eixo HHA (FKBP5: rs3800373, rs9296158,
rs1360780, rs9470080 e rs4713916; NR3CL1: rs6198; NR3C2: rs2070951; CRHR1: rs878886 e
SERPINAG: rs746530). Os participantes responderam a escala auto-aplicativa SCARED
(Screen for Children Anxiety Related Emotional Disorder — Children rated) e realizaram
entrevistas semiestruturadas para avaliacdo diagnostica utilizando o K-SADS-PL (Schedule
for Affective Disorders and Schizophrenia for School-Age Children-Present and Lifetime). O
questionario CTQ (Childhood Trauma Questionnaire) foi aplicado em 90 adolescentes (54
casos e 36 controles para os TA) para avaliar a interacdo entre o trauma emocional e o
polimorfismo do gene NR3C2 nos niveis séricos de BDNF. Uma subamostra de adolescentes

(n=47) foi reavaliada, cinco anos ap0s a primeira coleta, através das mesmas entrevistas



psiquiatricas e nova extracdo de DNA salivar. Alguns participantes, na Ultima avaliacao,
responderam ao MINI (Mini International Neuropsychiatric Interview) apropriado para a
idade atual. A amostra foi organizada em 4 grupos, conforme o diagndstico dos TA e 0 ano da
coleta de saliva (anos de 2008 e 2013): (1) Desenvolvimento tipico da adolescéncia (Controle;
n=14); (2) Incidentes para os TA (ITA; n=11); (3) Persistentes para os TA (Caso; n=14) e (4)
Remitentes para os TA (RTA; n=08). O metiloma do DNA foi analisado com o Infinium
HumanMethylation 450 BeadChip da Illumina.

Resultados: Ndao foi encontrada associacdo entre os polimorfismos estudados e os TA. Em
relacdo a interacdo G x A, sugere-se que o polimorfismo rs2070951 do gene NR3C2 modera a
associacdo entre negligéncia fisica e os niveis séricos de BDNF. Do ponto de vista
epigenético, foi observada, nos grupos ITA e RTA, vias bioldgicas com padrdo homogéneo e
relacionadas ao sistema nervoso. J& nos grupos casos e controles para os TA, foram
evidenciadas vias biologicas com padrdo mais heterogéneo. Um perfil de hipometilagdo do
DNA foi predominante nas vias encontradas. Na analise transversal, nds encontramos padrdes
opostos de metilacdo do DNA, conforme o periodo desenvolvimental avaliado: hipometilagdo
no inicio da adolescéncia e hipermetilacdo em jovens adultos.

Conclusédo: Esse estudo abordou, em uma amostra de adolescentes, aspectos genéticos (genes
candidatos envolvidos com o eixo HHA), ambientais (trauma emocional) e epigenéticos
(metiloma do DNA) dos TA. Os achados sugerem que, embora sem associagdes entre 0s TA e
genes envolvidos no eixo HHA, existe uma interacdo entre a presenca de trauma emocional,
polimorfismo genético do eixo HHA e marcadores biolégicos. Os achados do metiloma do
DNA sugerem, também, influéncias epigenéticas no curso dos TA. Novos estudos devem ser
delineados para corroborar as influéncias genéticas e ambientais neste transtorno.
Palavras-chave: Transtorno de Ansiedade; eixo HHA; metiloma do DNA; Adolescéncia;

longitudinal



ABSTRACT

Background: The neurobiology of Anxiety Disorders (AD) is complex and involves
environmental and genetic interactions understood. These disorders may have their onset
during childhood and adolescence, persisting throughout life. The impairment of biological
response against the stressor stimulus, described in many patients with AD, suggests a
possible role of genetic polymorphisms of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis in
these individuals. Studies that aim to understand the etiology of AD should also explore the
epigenetic changes (including DNA methylation) arising from environmental influences.
Objective: To study, in adolescents, functional genetic polymorphisms of HPA axis, Gene X
Environment (G x E) interactions and DNA methylome, considering different AD outcomes.
Methods: Saliva DNA was extracted from 228 adolescents (131 cases and 97 controls to AD)
and we genotyped, by real time PCR, the functional polymorphisms involved with HPA axis
(FKBP5: rs3800373, rs9296158, rs1360780, rs9470080 and rs4713916; NR3C1: rs6198;
NR3C2: rs2070951; CRHR1: rs878886 and SERPINAG: rs746530). Participants responded to
the scale self-applied Screen for Children Anxiety Related Emotional Disorder — Children
rated (SCARED) and were diagnosed according to the Schedule for Affective Disorders and
Schizophrenia for School-Age Children-Present and Lifetime (K-SADS-PL). The Childhood
Trauma Questionnaire (CTQ) was applied in 90 adolescents (54 cases e 36 controls to AD) to
evaluate the interaction between emotional trauma and the NR3C2 polymorphism in the
serum levels of BDNF. A sub-sample of adolescents (n = 47) was reassessed five years after
the first evaluation by the same psychiatric semi-structured interviews and new extraction
salivary DNA was performed. Some participants in the last evaluation responded to Mini
International Neuropsychiatric Interview (MINI), which is a semi structure interview

appropriate for the present age. The sample was organized in four groups according to the



diagnosis of AD and the year of saliva collection (2008 and 2013): (1) Typically Developing
Controls (TDC; n = 14); (2) Incident Anxiety Disorder (IAD; n = 11); (3) Persistent Anxiety
Disorder (PAD; n = 14); (4) Remittent Anxiety Disorder (RAD; n = 8). DNA methylome was
evaluated with Infinium HumanMethylation450 BeadChip.

Results: We did not find any association between the genetic polymorphisms and AD.
Considering the G x E interaction we suggest that rs2070951 polymorphism of NR3C2 gene
moderates the association between physical neglect and serum BDNF levels. When we
evaluated the DNA methylome, we observed more homogeneous biological pathways and
mostly related with nervous system in individuals from IAD and RAD groups. On the other
hand, in the TDC and PAD groups, we found biological pathways with a more heterogeneous
pattern. A DNA hypomethylation profile was found predominant in the pathways. In a cross-
sectional analysis, we found opposite patterns of DNA methylation, as the developmental
period assessed: hypomethylation at the beginning of adolescence and hypermethylation in
young adults.

Conclusion: This study addressed, in an adolescent sample, genetics (candidate genes linked
to HPA axis), environmental (emotional trauma) and epigenetic (DNA methylome) aspects of
AD. The findings suggest that although there are no associations between AD and genes
involved in HPA axis, there is an interaction between the presence of trauma, genetic
polymorphism involved in this axis and biomarkers. The DNA methylome findings also
suggest epigenetic influences on the course of TA. Further studies should be designed to
corroborate the genetic influences in this disorder.

Keywords: anxiety disorder; HPA axis; DNA methylome; adolescence; longitudinal
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1. INTRODUCAO

1.1. Transtornos de Ansiedade (TA)

A palavra “ansiedade” deriva do latim “anxietatis” (desejar, preocupar-se); “anxi”
(contrair, estreitar); “anxietas” (estreitamento); “anxia” (ansia, latim vulgar) e sugere uma
experiéncia somatica e psicoldgica desagradavel. Do ponto de vista evolutivo, a ansiedade é
considerada uma manifestacdo fisiologica frente a algum tipo de perigo (real ou imaginario),
sendo adaptativa na formacdo de respostas aos estimulos ameacadores, a fim de promover a
sobrevivéncia e a seguranca do individuo (revisdes de CROCQ, 2015; PEREZ-EDGAR;
FOX, 2005; ROCKHILL et al., 2010). Quando a gravidade, a frequéncia e/ou a persisténcia
dos sintomas ansiosos tornam-se inconsistentes com as circunstancias apresentadas e a reacdo
ansiosa exacerbada interfere negativamente no comportamento, tornando-se disfuncional,
caracterizam-se os denominados transtornos de ansiedade (TA) (revisdo de HAMM et al.,
2016; STEIN; SAREEN, 2015).

O traco de ansiedade, o estado de ansiedade e os TA sédo diferenciados pelo grau de
prejuizo e duracdo dos sintomas de ansiedade no individuo. O estado de ansiedade € definido,
normalmente, como uma medida de nivel agudo ou intermediario de ansiedade. Ja o traco de
ansiedade € considerado uma tendéncia de o individuo produzir uma resposta ansiosa aos
eventos ambientais. E, por fim, os TA s&o os mais graves devido ao excesso de preocupagéo e
medo e pela maior duracdo e complexidade dos sintomas ansiosos, sendo disfuncionais e
acompanhados de prejuizos (revisio de PEREZ-EDGAR; FOX, 2005).

Os problemas internalizantes (isolamento, queixas somaticas, sofrimento emocional)
na infancia sdo precursores frequentes para o desenvolvimento de sindromes psiquiatricas,

incluindo os TA e a depresséo (revisdo de ROCKHILL et al., 2010; YOUNG et al., 2003).
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Segundo a 5° edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de transtornos mentais

(DSM-5), os TA (Tabela 1) séo classificados como: (1) transtorno de ansiedade generalizada

(TAG), (2) transtorno do péanico (TP), (3) agorafobia, (4) transtorno de ansiedade de

separacdo (TASep), (5) transtorno de ansiedade social (TASocial) ou fobia social, (6) fobias

especificas (FE) e (7) mutismo seletivo (APA, 2013; KUPFER, 2015).

Tabela 1. Caracterizacdo dos diferentes Transtornos de Ansiedade (TA)

TA

Principais caracteristicas

TAG

TP

Agorafobia

TASep

TASocial ou

Fobia social

Preocupagéo e ansiedade excessivas sobre diversos eventos da vida em um periodo minimo de
6 meses. H4 comprometimento da qualidade de vida em diversos ambitos (escolar, social,
econdmico e familiar). Pacientes com TAG sentem-se preocupados, tensos ou apreensivos por
mais tempo em atividades cotidianas. Os sintomas mais comuns podem incluir fadiga,
distarbios do sono, dores de cabeca, tensdo muscular, irritabilidade, dificuldade para relaxar,
entre outros (STEIN; SAREEN, 2015).

Envolve a presenca de ataques de péanico recorrentes e inesperados. Um ataque de pénico é
definido como “um aumento abrupto de medo e desconforto imensos que alcanga picos dentro
de minutos” e “durante o qual ocorrem quatro (ou mais, de uma lista de 13) sintomas fisicos e
cognitivos”. No TP, o individuo passa a ter “preocupagdo persistente” (por um més ou mais)
sobre os ataques adicionais de panico e suas consequéncias, assim como pode apresentar um

comportamento evitativo (revisdo de HAMM et al., 2016).

E definida como medo marcado por dois (ou mais) de cinco grupos de situagbes. Essas
situacdes caracterizam-se por dificuldade de sair (Ex.: transporte publico; lugares fechados;
ficar em pé na fila ou estar em meio a multiddo) ou por situacdes em que ndo ha ajuda imediata
disponivel em casos de emergéncia (Ex.: estar em espacgos abertos ou estar sozinho longe de
casa) (revisdo de HAMM et al., 2016).

As manifestacfes dos sintomas de ansiedade de separagdo (ASep) apGiam um grau de
continuidade entre adaptacgdo fisioldgica e psicopatologia, sendo as diferencas entre elas uma
questdo de intensidade e adequacéo para idade e contexto. Existem manifestagcBes que devem
ser consideradas, tais como: () evidente desconforto com a ideia de separacéo; (I1) relutancia
em dormir separado da figura de afeto; (I11) medo de estar sozinho ou sem a figura de afeto.
Quando os niveis de ASep sdo exagerados e descontextualizados sdo ditos TASep. A duracdo
dos sintomas deve ser de 6 meses ou mais (tanto para criangas quanto para adultos) (APA,
2013; BATTAGLIA, 2015).

Caracteriza-se pela ansiedade social suficientemente alta e/ou recorrente, de tal forma que

prejudica as interagOes sociais do individuo, causando estresse. A duragdo dos sintomas deve
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ser de, no minimo, 6 meses. Os sintomas incluem medo e evitacdo de situacdes sociais, 0 que
prejudica a qualidade de vida. Os individuos que possuem medo, somente, em situacdes
performaticas (Ex.: falar em frente ao publico) parecem representar um subgrupo distinto dos
TASoc em termos de etiologia, idade de inicio, resposta fisiolégica e resposta ao tratamento
(APA, 2013; revisdo de WONG; GREGORY; MCLELLAN, 2016).

Caracterizam-se por reacdes exacerbadas de medo irracional. Os individuos com FE evitam
lugares, situacdes ou objetos comuns considerados (por eles) ameagadores ou perigosos. As FE
prejudicam a rotina, limitam a eficiéncia no trabalho, reduzem a auto-estima e colocam uma
FE pressdo nos relacionamentos, visto que as pessoas irdo evitar situagdes desconfortaveis e
aterrorizantes de ansiedade fébica. As fobias, em geral, sdo focadas em animais, insetos, altura,
trovdo, transporte puablico, procedimentos médicos, dentista, elevadores, entre outros. A

duracéo tipica dos sintomas é de 6 meses ou mais (retirado do site da ADAA, 2016; APA,

2013)
Mutismo E comumente encontrado na infancia. Caracteriza-se por auséncia de fala em situagdes
publicas especificas em que é esperada a fala da crianga (Ex.: situac@es sociais e escolares).
seletivo

Em outras ocasies, a fala é desenvolvida normalmente pela crianga. A auséncia da fala deve
ser evidenciada durante, pelo menos, 1 més (revisdo de MURIS; OLLENDICK, 2015).

Abreviagfes: TA, transtornos de ansiedade; TAG, transtorno de ansiedade generalizada; TP, transtorno do
panico; TASep, transtorno de ansiedade de separagdo; TASocial, transtorno de ansiedade social e FE, fobias
especificas.

H& evidéncias de que os TA aumentam em 52% a incidéncia de doencas
cardiovasculares (revisdo de BATELAAN et al., 2016) e que a severidade dos sintomas
ansiosos esteja envolvida com prejuizo funcional (global, social, ocupacional e fisico)
(revisdo de MCKNIGHT et al., 2015). Além do sofrimento, esses transtornos geram custos
diretos e indiretos elevadissimos para a economia e sdo considerados uns dos mais comuns e
debilitantes transtornos psiquiatricos na vida adulta (revisdes de BANDELOW; MICHAELLIS,
2015; HOFFMAN; DUKES; WITTCHEN, 2008).

A “complexidade fenotipica” dos TA ¢ um desafio, por exemplo, para a genética
psiquiatrica (revisdo de SMOLLER; BLOCK; YOUNG, 2009), mas classificagdes bem

definidas tendem a padronizar os estudos e facilitar a compreensdo sobre as evidéncias

bioldgicas associadas a esses transtornos (KUPFER, 2015).
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Os individuos com TA apresentam um viés atencional ao estimulo ameacgador
(independente se o estimulo for consciente ou subliminar), o que aumenta a vulnerabilidade
ao estresse (MAOZ et al., 2013). Esses transtornos sao considerados “transtornos complexos”
porque sao influenciados por maltiplos fatores que fogem dos chamados “efeitos
deterministicos” dos genes (como em doencas monogeénicas) e, portanto, sdo passiveis de
serem modulados por interferéncias ambientais (ASK et al., 2015; revisdes de SALUM et al.,
2013; SMOLLER; BLOCK; YOUNG, 2009).

Os estudos com neuroimagem estrutural e funcional revelam que pacientes com TAG,
guando comparados a seus controles, apresentam atividade anormal da amigdala e do cértex
pré-frontal (PFC, do inglés Prefrontal cortex), além de baixa conectividade entre amigdala,
cortex cingulado anterior (ACC, do inglés Anterior cingulate cortex) e PFC. Também,
apresentam volume aumentado da substancia cinzenta na amigdala bilateral, em adultos,
adolescentes e criangas, e conectividade estrutural diminuida entre essas estruturas (revisao de
HILBERT; LUEKEN; BEESDO-BAUM, 2014).

Uma meta-analise, envolvendo gémeos e suas familias bioldgicas, sugere uma
herdabilidade em torno de 30 a 40% para os TA, embora genes especificos possam conferir
riscos maiores ndo identificados (revisao de HETTEMA et al., 2001). J& um estudo
longitudinal, com relatos dos pais e dos filhos gémeos sobre os sintomas de ansiedade e
depressdo durante a infancia (8-9 anos), adolescéncia (13-14; 16-17 anos) e inicio da idade
adulta (19-20 anos), estima uma herdabilidade na faixa de 72% a 89% para esses sintomas
combinados. Os resultados desse estudo também demonstram um padrio “dinamico
desenvolvimental”, considerando que ha uma atenuagdo, com o passar dos anos, da influéncia
genética como fator de risco para sintomas ansiosos e depressivos (KENDLER; GARDNER,;

LICHTENSTEIN, 2008).
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Com o avanco de novos metodos bioestatisticos e moleculares, a investigacao sobre a
etiologia de diversos transtornos complexos, incluindo os TA, torna-se mais capacitada para
sugerir mecanismos neurobioldgicos envolvidos nesses transtornos mentais, embora se

reconheca a complexidade dessa tarefa (revisdo de KENDLER, 2013).

1.2. Epidemiologia dos TA

Os TA estdo entre os transtornos psiquiatricos mais comuns em jovens, com estudos
indicando uma prevaléncia entre 9% e 32% durante a infancia e adolescéncia (revisédo de
CRESWELL; WAITE; COOPER, 2014) e uma prevaléncia global em torno de 7,3% (revisao
de BAXTER et al., 2013). No Brasil, foi descrita uma prevaléncia de 5,2% para qualquer TA
em uma amostra de 1.251 escolares (FLEITLICH-BILYK; GOODMAN, 2004).

Embora uma recente revisdo sistematica ndo indique que houve um aumento da
prevaléncia mundial dos sintomas ansiosos na infancia, em um periodo de 15 anos (1998-
2013) (GOSMANN et al.,, 2015), a atencdo destinada aos TA deve ser priorizada
considerando sua cronicidade e morbidade. Os TA iniciam precocemente e apresentam
comorbidades e continuidade, de forma homotipica (continuidade do mesmo transtorno) ou
heterotipica (outros transtornos ansiosos), mais prevalente em meninas (COSTELLO et al.,
2003).

Contudo, as diferencas metodoldgicas envolvendo instrumentos de avaliacdo e
traducdes, cultura, disparidade das politicas de saude entre os paises, relutancia de pacientes e
seus pais a procurarem ajuda psiquiatrica, entre outros, podem levar a subestimagdo das

prevaléncias (revisdao de BANDELOW; MICHAELLIS, 2015).

1.3. Trauma emocional na infanciae TA
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O trauma emocional (Tabela 2) na infancia envolve uma série de maus-tratos,
incluindo abusos e negligéncias. O trauma infantil contribui para o aumento dos problemas de
relacionamentos interpessoais, na vida adulta, em pacientes com TA (HUH et al., 2014). Em
pacientes com TASocial, os maus-tratos na infancia (MTI) aumentam a gravidade dos
sintomas, pioram a qualidade de vida, a capacidade de resiliéncia e a resposta a
farmacoterapia (BRUCE et al., 2012; SIMON et al., 2009). Os tipos de MTI, bem como a
idade de inicio do abuso/negligéncia e a relacdo de vinculo com quem praticou 0s maus-
tratos, influenciam no desenvolvimento dos diferentes transtornos psiquiatricos (BISHOP et

al., 2014).

Tabela 2. Defini¢des de abuso e negligéncia

Abuso sexual Contato ou conduta sexual entre uma crianga com menos de 18 anos de

idade e um adulto mais velho.

Abuso fisico Agressdes corporais em uma crianca, por parte de um adulto ou pessoa

mais velha, que representa risco ou que resultou em injuria.

Agressdes verbais, afetando o senso de valor ou bem-estar da crianga, ou
Abuso emocional S .
qualquer humilhacdo ou comportamento degradante, diretamente

direcionado a crianca, por parte de um adulto ou pessoa mais velha.

Fracasso dos cuidadores em fornecer as necessidades fisicas basicas para
Negligéncia Fisica uma crianga, incluindo comida, abrigo, roupas, seguranca e cuidados com
a saude (ma supervisdo dos pais estd incluida nessa definicdo, se a

seguranga da crianga estiver em risco).

Negligéncia emocional Fracasso dos cuidadores em atender as necessidades emocionais e
psicoldgicas basicas da crianga, incluindo amor, nutricdo e apoio.

Informac0es extraidas de Bernstein et al. (2003).

Sugere-se que a sequela neurobiol6gica dos MTI possua um papel significativo no
desenvolvimento e na duracdo dos transtornos psiquiatricos, em especial 0os TA (revisdes de
DVIR et al., 2011; PYNOOS; STEINBERG; PIACENTINI, 1999). As principais
consequéncias encefalicas estruturais e funcionais dos MTI e do estresse precoce incluem a

reducdo do tamanho do corpo caloso e desenvolvimento atenuado do neocortex esquerdo,



22

hipocampo e amigdala; o aumento da irritabilidade elétrica de estruturas limbicas e reduzida
atividade funcional do vérmis cerebelar (revisdo de TEICHER et al., 2003).

Os MTI estdo associados com maior volume da substncia cinzenta no talamo
esquerdo de adolescentes com TAG (LIAO et al.,, 2013) e com reducdo do volume
hipocampal em jovens adultos sem transtornos psiquiatricos (TEICHER; ANDERSON;
POLCARI, 2012). Em um estudo recente, os pacientes com TAG apresentaram alteracdes do
cortex pré-frontal rostral, refletidas em uma disfuncdo molecular na formacdo de
neurometabolitos (N-acetil-aspartato, creatina e colina), envolvidas com processamento
emocional. Essa disfuncdo foi atribuida ao impacto do abuso emocional sofrido na infancia
(RAPARIA et al., 2016).

Os MTI também foram associados a reducdo do volume da substancia cinzenta no
hipocampo, insula, cortex oOrbito-frontal, giro cingulado anterior e nucleo caudado, além de
hiperresponsividade da amigdala frente a faces ameacadoras. Essas ‘“cicatrizes limbicas”
podem ser consideradas mediadoras entre experiéncias de adversidades na infancia e o
desenvolvimento de transtornos emocionais (DANNLOWSKI et al., 2012). Ha evidéncias de
gue as experiéncias negativas, durante a infancia, promovem alteracdes na rede cortical pré-
frontal-insular-motora envolvidas no processamento e responsividade a estimulos aversivos e
na adaptabilidade as experiéncias ruins, mesmo em individuos considerados saudaveis para 0s

transtornos psiquiatricos (DUNCAN et al., 2015).

1.4. Eixo Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal (eixo HHA), resposta ao estresse e TA

O estresse psicossocial € comum na vida humana, sendo considerado um estado de
desafio ou ameaca pelo qual o organismo, na tentativa de preservar a sua homeostase, reage
com respostas adaptativas, mediadas por cascatas neuroenddcrinas e neuronais, envolvendo o

sistema nervoso autonémico e a ativagdo do eixo Hipotalamo-Hipofise-Adrenal (HHA). As
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anormalidades funcionais desse eixo alteram a resposta a eventos estressantes, contribuindo
para o desenvolvimento, inclusive, dos TA (revisdo de FARAVELLI et al., 2012).

Em termos bioldgicos, a exposicdo ao estresse leva a uma rapida ativacdo do sistema
nervoso simpatico e, em caso de estresse persistente ou severo, a estimulacdo do eixo HHA

(Figura 1).

™ / ESTRESSE

! ‘ mr \
= lGIR\ Amigdala )
Hipotalamo --* ('}
CRH/AVP l
® GR
Hipéfise Y M
ACTH | (¥
l Glicocorticoides

Cortex (Cortisol)
adrenal {

Figura 1. Eixo hipotalamo-hipd6fise-adrenal (HHA) integra e medeia a resposta ao estresse frente a
adversidades da vida. A percepgdo de ameacas reais e/ou fisicas ou presumidas promove a ativacdo de eixo
HHA. Os estados de ansiedade surgem da ativacdo da amigdala e ampliam a resposta ao estresse via projecdes
neuronais para o nlcleo paraventricular (PVN) do hipotdlamo. O hipocampo exerce um papel importante na
avaliacdo dos estressores e é um sitio de receptores de glicocorticdides (GR) que medeiam a regulagdo do eixo
HHA por retroalimentacdo negativa. A liberacdo de neuropeptideos hipotalamicos, horménio liberador de
corticotropina (CRH) e arginina-vasopressina (AVP), promovem a sintese e a secre¢do de horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) na hipdfise anterior. O ACTH estimula a liberagdo de glicocorticdides das
glandulas adrenais. Esses hormdnios circulam pelo corpo todo e pelo encéfalo, ligando-se a receptores esterdides
intracelulares nucleares. Os receptores de mineralocorticéides (MR), presentes no hipocampo, agem no inicio da
resposta ao estresse, enquanto que 0s GR no hipocampo, PVN e hipéfise anterior, agem no final da resposta ao
estresse. Adaptado de RAABE; SPENGLER (2013).

Os neurbnios parvocelulares do nudcleo paraventricular (PVN, do inglés
paraventricular nucleus) hipotalamico sdo estimulados a secretarem neuropeptideos —
horménio liberador de corticotropina (CRH, do inglés Corticotropin-releasing hormone) e
arginina-vasopressina (AVP, do inglés arginine vasopressin) - no sistema porta hipofisario,
ligado ao hipotalamo e a hipdfise anterior, onde ativam a sintese e liberagdo do hormonio
adrenocorticotréfico (ACTH, do inglés Adrenocorticotropic hormone). O ACTH é liberado na

corrente sanguinea e se liga aos receptores do cortex adrenal para estimular a sintese e
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secrecdo de horménios esterdides, cortisol em humanos e corticosterona em roedores. Os
receptores de glicocorticoides (GR, do inglés glucocorticoid receptor), no hipotdlamo e na
hipdfise anterior, s@o os elementos regulatorios primarios do eixo HHA, mediando a inibicéo
da retroalimentacé@o negativa do cortisol no CRH e AVP (a nivel hipotalamico) e no ACTH (a
nivel da hipofise anterior) (revisdes de ISING et al., 2012; PRENDERVILLE et al., 2015;
RAABE; SPENGLER, 2013).

Os receptores de glicocorticoides, no encéfalo, sdo conhecidos como os GR e 0s
receptores de mineralocorticbides como MR (do inglés Mineralocorticoid receptor).
Acredita-se que o equilibrio entre 0s GR e 0s MR seja fundamental para explicar aspectos
especificos da retroalimentacdo negativa do eixo HHA sob estresse, mas outros efeitos
cognitivos sdo especificos para niveis absolutos de cada receptor, sem interacdo entre eles
(revisdo de DE KLOET; JOELS; HOLSBOER, 2005; HARRIS et al., 2013). Os MR estdo
localizados, principalmente, no hipocampo, amigdala e PFC. Eles iniciam mudancas rapidas
no recrutamento de sistemas neurais especificos e facilitam o processamento cognitivo,
permitindo uma resposta rapida e adequada a determinada situacdo. Esses MR possuem uma
alta afinidade aos glicocorticoides, sendo amplamente ocupados em situacdes de baixos niveis
de glicocorticdides; os GR, por sua vez, sdao ocupados apenas em situacGes em que altos
niveis de glicocorticoides circulantes sdo observados (EX.: durante o estresse agudo) (revisao
de VOGEL et al., 2016).

Na ansiedade aguda, a ativagdo do eixo HHA é adaptativa, ja que o cortisol liberado
reduz o medo percebido, através do prejuizo na memoria de recuperagdo de informacgéo
emocional. Ao contrario, na ansiedade crbnica, o desenvolvimento gradual de uma
desconexao entre o estressor e suas consequéncias comportamentais é o principal mecanismo
de enfrentamento que permite com que a pessoa funcione normalmente, mesmo com a

presenca do estimulo estressante que ndo pode ser evitada. Quando esse mecanismo falha, o
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eixo HHA permanece ativado e prejudica os mecanismos de enfrentamento, além de induzir a
baixa tolerancia ao estresse cronico (revisdes de FARAVELLI et al., 2012; PRENDERVILLE
etal., 2015).

A cronicidade do estresse possui consequéncias no processamento cognitivo e
emocional e esta associada a alteragdes na plasticidade encefalica, desajuste do sistema
imune, risco aumentado para doencas do desenvolvimento, prejuizo na retroalimentacédo
negativa do eixo HHA, diminuicdo de fatores neurotréficos, entre outros (revisdo de
PRENDERVILLE et al., 2015)

Muitos estudos consideram os niveis de cortisol salivar uma sugestdo para inferir o
status funcional do eixo HHA. Hek et al. (2013) observaram hipoativacdo do eixo HHA em
adultos mais velhos e com TA cronica (TAG, em especial). Na mesma direcdo, Dieleman et
al. (2015) mostrou que, apds uma tarefa estressante (“tarefa aritmética mental”), criangas com
TA apresentaram um padréo de hipoativacdo da funcdo basal do eixo HHA (exceto nas FE),
elevada atividade simpatica e baixa atividade parassimpatica quando comparadas a seus
controles para TA da mesma idade. Os estudos com TP sugerem um aumento da expressao de
neuropepideos hipotalamicos, mas nao disfuncdo da inibicdo da retroalimentacdo negativa do
eixo HHA (revisbes de GRAEFF, 2007; ISING et al., 2012). Contudo, Vreeburg et al. (2010)
sugerem uma maior ativacdo do eixo HHA em pacientes com TP com agorafobia e pacientes

com depressdo comorbida em comparacao aos controles e pacientes remitentes.

1.5. Polimorfismos genéticos do eixo HHA, trauma emocional na infanciae TA

O eixo HHA parece, realmente, relevante para os estudos que envolvem os TA e
trauma emocional, embora apresente resultados controversos quanto a sua ativacdo (hiper ou
hipoativacdo) em transtornos psiquiatricos (revisdo de JACOBSON, 2014; TYRKA et al.,

2009). Diante disso, polimorfismos genéticos funcionais que possam conferir algum risco
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para a adequada regulacédo do eixo HHA (MINELLI et al., 2013; SHEIKH et al., 2013) séo do
interesse dessa tese.

O gene FKBP5 (FK506 binding protein 51) codifica uma co-chaperona, de mesmo
nome, envolvida com a sensibilidade dos GR ao cortisol. Ha evidéncias de que polimorfismos
genéticos funcionais estejam envolvidos com a protecdo ou risco para transtornos
psiquiatricos (Figura 2) (MINELLI et al., 2013). O aumento da co-chaperona FKBP5 confere
maior resisténcia aos GR, originando um ciclo ultra-curto de retroalimentacdo negativa. O GR
inativo, ou com baixa afinidade ao cortisol, € associado ao complexo oligomérico composto
pela co-chaperona FKBP5 ligada a chaperona de choque térmico de 90 kDa (Hsp90, do inglés
heat shock protein 90 kDa) e a fosfoproteina p23 formando o denominado, aqui, “Complexo
GR”. Uma vez que o cortisol é ligado ao GR, a FKBP5 ¢ trocada pela FKBP4 que pode,
entdo, ligar-se a membros da familia dineina de proteinas motoras. A ligagio “FKBP4-
dineina” permite a translocagdo do “complexo GR” para dentro do nucleo, facilitando o seu
acesso ao DNA. O GR, nessa situacdo, ativa a transcricdo da FKBP5 e traducdo de elementos

de resposta via intrénicos (revisao de BINDER, 2009; WOCHNIK et al., 2005).
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Figura 2. Esquema das possiveis diferencas moleculares, dependentes do polimorfismo do gene FKBP5,
que levam a ativacdo de uma retroalimenta¢io negativa “ultra-curta”, reguladora da sensibilidade do GR.
O painel (A) representa 0 mecanismo molecular em um individuo homozigoto para alelos associados com baixa
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transcricdo do gene FKBP5, considerado protetor contra transtornos psiquiatricos associados ao estresse. O
painel (B) representa 0 mecanismo em um individuo homozigoto para os alelos de risco do gene FKBP5. (1) O
GR acessa 0 DNA e leva a menor (Painel A) ou a maior (Painel B) indugcdo de RNAm de FKBPS5, ou sgja, (3) a
formacdo da proteina FKBP5. Se a co-chaperona FKBP5 esta presente depois da ativacdo do GR, o “complexo
GR” liga-se mais a co-chaperona FKBP5 e ndo a FKBP4, disponibilizando mais receptores (4) em um estado
com menor afinidade para o cortisol e diminuindo (5) o contetdo de GR translocado para o nicleo. Adaptado da
revisao de Binder (2009).

Seguindo o mesmo raciocinio, ha evidéncias de que variantes no gene CRHR1
(receptor 1 do hormoénio liberador de corticotropina) estdo envolvidas com os MTI
(DEYOUNG,; CICCHETTI; ROGOSCH, 2011; LAUCHT et al., 2013; TYRKA et al., 2009)
e com o desenvolvimento de TA em modelos animais (ROGERS et al., 2013) e em humanos
(KECK et al., 2008). Ja os estudos com polimorfismos do gene que codifica MR (NR3C2, do
inglés nuclear receptor subfamily 3 group C member 2) sdo mais escassos em estudos
envolvendo MTI (ROVARIS et al.,, 2015; VINKERS et al.,, 2015) e em transtornos
envolvidos com resposta ao estresse (ISING et al., 2008). Também, o gene que codifica GR
(NR3C1, do inglés nuclear receptor subfamily 3 group C member 1) € considerado um gene
candidato em estudos com trauma emocional (ROVARIS et al., 2015) e TA (PANEK et al.,
2014). E extremamente raro, mas interessante em estudos psiquiatricos, é a abordagem com as
variantes do gene SERPINA6 (do inglés serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1

antiproteinase, antitrypsin), member 6) que codifica uma proteina alfa-globulina com

propriedades de ligacdo a corticosterdides (HOLLIDAY et al., 2010).

1.6. Epigenética

O termo epigenética (“acima ou além da genética) foi cunhado, nos anos 40, pelo
bidlogo inglés Conrad Hal Waddington para descrever os mecanismos de heranga que
transcendem o padrdo genético. Baseando-se em seu experimento com embriGes de moscas
das frutas, Waddington sugeriu um modelo de diferenciagdo celular, durante o

desenvolvimento embrionério, andlogo a bolas rolando superficie abaixo em uma paisagem
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com trajetorias estaveis e canalizadas (Figura 3). Para ele, o processo de desenvolvimento

celular estaria envolvido com uma série de ‘“decisdes” representadas por ‘“vales” e

“bifurcagdes” (revisdes de BAEDKE, 2013; BOYCE; KOBOR, 2015; NOBLE, 2015).
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Figura 3. Diagrama da paisagem epigenética de Conrad Waddington. As posic¢des subsequentes das bolas
foram adicionadas ao diagrama original de Waddington para melhor ilustrar os pontos de desenvolvimento
canalizados em diferentes rotas (A ou B). A plasticidade que permite que isso ocorra ja existe na populacéo
selvagem dos organismos. Extraido da discussdo de NOBLE (2015).

Paradoxalmente, 0s mesmos processos que garantem a estabilidade ontogenética, no
periodo de diferenciacdo celular, sdo os que garantem a variacdo dindmica da atividade
transcricional dos genes em resposta as condi¢cbes ambientais. Atualmente, o conceito sobre
epigenética é ainda discutido, mas o consenso sugere a ampliacdo das possibilidades de um
mesmo gendtipo resultar em diferentes fendtipos dependendo da interferéncia ambiental. A
epigenética, portanto, pode ser comparada a sinapse, sendo as conexdes nervosas da sinapse
correspondentes, em termos epigenéticos, as interacdes entre 0s genes e 0 ambiente (Figura
4). Ha muitas evidéncias, sobretudo em modelos animais e na propria observacdo da natureza,
do papel do ambiente nas mudancas transgeracionais de expressdes genéticas em diversos
organismos (revisdes de BOYCE; KOBOR, 2015; JABLONKA; LAMB, 2002; KNIGHT,

2015).
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Figura 4. Diagrama de efeitos epigenéticos. O diagrama mostra 0 quanto da paisagem epigenética do
desenvolvimento celular relaciona-se, através de redes de interagBes no organismo, a genes individuais. A
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combinacdo dessas influéncias pode conduzir a mudancas evolucionarias sem a presenca de mutacfes. Adaptado
da discussdo de NOBLE (2015).

Os mecanismos epigenéticos independem das sequéncias nucleicas do genoma e
interferem, devido as mudancas nas configuracfes da cromatina, na atividade ou na expressao
do gene. As conformac6es da cromatina sdo controladas, fisico-quimicamente, por “etiquetas”
quimicas (ou marcadores epigenéticos), tais como grupamentos metil, acetil, fosfato ou
ubiquitina, tanto no DNA como nas proteinas histonas (Figura 5). Outro componente
epigenético € o RNA ndo codificante (hcRNA), como os microRNASs e 0s longos NnCRNAS,
que regulam a traducdo e a transcricdo de genes, além de controlarem a estabilidade da
cromatina (revisdio de PROVENCAL; BINDER, 2015). Em um estado eucromatico
(cromatina "frouxa™), o acesso fisico de enzimas transcricionais ao cromossomo ¢é facilitado e,
como consequéncia, a expressdo génica € aumentada. Ja no estado heterocromatico
(cromatina "condensada™), a expressdo génica € reduzida (revisdbes de BERNSTEIN;

MEISSNER; LANDER, 2007; BOYCE; KOBOR, 2015; RAABE; SPENGLER, 2013).

A Cromatina Octamero de Histona Cauda da Histona

B0,

Nucleossomo

B Metilagdo do DNA

Eucromatina Heterocromatina
@ Grupo metil CH3 CH3
| |

Metilacdo da Histona
A Acetilacdo/ Fosforilagdo da Histona

Figura 5. llustragéo (simplificada) para um dos mecanismos epigenéticos: a metilagdo do DNA. (A)
Aproximadamente 147pb de DNA envolvem o nucleossomo que é constituido pelas histonas H2A, H2B, H3 e
H4. Os terminais livres das histonas servem como substrato para modificagdes pds-traducionais (Ex.: acetilacéo,
fosforilagdo e metilagcdo) que influenciam a configuragdo da cromatina. Estados eucromaticos (“abertos”)
permitem a transcrigdo, enquanto que os estados heterocromaticos (“fechados”) restringem a maquinaria
transcricional. (B) ModificacBes especificas das histonas e metilagdo do DNA sdo mutuamente influenciadas
umas pelas outras. O estado eucromatico é caracterizado pela acetilacdo e fosforilacdo das histonas (tridngulos
verdes), enquanto que a metilagdo das histonas (circulos amarelos) é mais encontrada no estado heterocromético.
Adaptado de RAABE; SPENGLER (2013).
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1.7. Metilacdo do DNA

A metilacdo do DNA é um dos maiores mecanismos de regulacdo epigenética nos
mamiferos. Esse mecanismo consiste na modificacdo covalente do DNA, onde grupamentos
metil (CH3) sdo acoplados ao carbono 5 do anel de pirimidina da citosina (C) quando essa esta
separada da guanina (G) pelo fosfato. As chamadas “ilhas CpG” (Figura 6) sdo caracterizadas
pelo elevado conteido de C+G e de sitios CpG que podem estar ou ndo metilados (revisao de
BERNSTEIN; MEISSNER; LANDER, 2007; LIU et al., 2010). A maioria dos sitios CpGs
(em média 70-80%) é metilada, porém as ilhas CpGs sdo, em geral, hipometiladas e
encontram-se, com frequéncia, na regido promotora do gene (revisdes de BIRD, 2002;
ILLINGWORTH; BIRD, 2009). H& evidéncias de que regides diferencialmente metiladas
tecido-especificas encontram-se, preferencialmente, em regides pobres em CpGs, ou seja, em
regides fora da ilha (reviséo de REDDINGTON; PENNINGS; MEEHAN, 2013; SLIEKER et

al., 2013).

' Externo a
Costada Fronteirada [[[jN@ €

Externo é\f

ilha CpG RECRGIELEOSENE llha CpG

haCpG  jlha CpG ilha CpG  ihaCpG

Figura 6. llustracdo de uma ilha CpG e suas fronteiras. As margens circundantes da ilha CpG sdo
consideradas as costas da ilha (tradugdo livre do inglés CGI shore) e as regides proximas a essas costas sdo as
fronteiras da ilha (traducdo livre do inglés CGlI shelf). Adaptado de VAN DONGEN et al. (2014).

Durante o desenvolvimento celular normal, a metilagio do DNA é dinamicamente
regulada a fim de estabelecer as caracteristicas de cada tipo celular, de maneira duradoura e
transgeracional (revisdes de KLOSE; BIRD, 2006; TOST, 2010), variando, substancialmente,
entre os tecidos humanos (SCHULTZ et al., 2015; SLIEKER et al., 2013).

As modificacbes quimicas, promovidas pela metilagio do DNA, regulam a

acessibilidade de fatores de transcricdo ao DNA e interferem na atividade transcricional dos
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loci genéticos, conferindo flexibilidade para adaptacdo as condi¢cGes ambientais (revisdes de
ARCHER et al., 2010; BIRD, 2002; YEHUDA; BIERER, 2009). Quando as modificacdes
epigenéticas sdo, principalmente, em regides regulatorias (regibes promotoras, por exemplo),
elas regulam o estado transcricional do gene: hipermetilacdo reprime a transcri¢cdo enquanto
que o estado hipometilado pode levar ao aumento dos niveis de transcricdo (revisbes de
LAIRD, 2003; ZHANG; MEANEY, 2010). Ja a metilacdo no corpo do gene ndo é,
necessariamente, associada com repressdo transcricional e pode estar relacionada a regulacéo
do processo de splicing (revisdes de BOYCE; KOBOR, 2015; JONES, 2012). A repressdo
génica, mediada pela metilacdo do DNA, é essencial, por exemplo, para o imprinting
genémico e para a inativacdo do cromossomo X (revisdo de REDDINGTON; PENNINGS;
MEEHAN, 2013).

Para as inferéncias de expressao génica, e na questdo da variacdo entre gémeos
monozigdticos, a posicdo dos sitios CpGs no gene, bem como a sua localizacdo em relacdo a
ilha CpG devem ser considerados nos estudos (VAN DONGEN et al., 2014). A distancia a
partir do promotor do gene correlaciona-se com o aumento da variabilidade da metilacdo do
DNA, sugerindo que as regides promotoras sdo as mais conservadas do genoma, mas nao sao
isentas de alteracdo epigenética (CHATTERJEE et al., 2015).

E importante destacar, também, que a metilacio do DNA possui um comportamento
dindmico e ¢ alterada com a idade (HEYN et al., 2012). Estudos com gémeos (monozigoticos
e dizigoticos) evidenciam diferencas epigenéticas interindividuais, ja nos primeiros meses de
vida, atribuidas as influéncias ambientais ndo compartilhadas e a variacdo estocéstica
(FRAGA et al., 2005; MARTINO et al., 2013; VAN DONGEN et al., 2014; WONG et al.,
2010). Além das diferencas de herdabilidade epigenética, entre os gémeos, os individuos mais
velhos tendem a possuir maior variabilidade na metilagdo do DNA (FRAGA et al., 2005;

TALENS et al., 2012).
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1.8. Metilacdo do DNA, TA e Trauma emocional na infancia

As experiéncias e as exposi¢cdes ambientais, especialmente no inicio da vida ou no
periodo pré-natal, podem resultar no deslocamento (adicdo ou remoc¢do) de marcadores
epigenéticos, regulando o neurodesenvolvimento subjacente ao aprendizado, a memodria e a
comportamentos de risco para transtornos mentais (revisdes de BAGOT; MEANEY, 2010;
FRANKLIN; MANSUY, 2010; PTAK; PETRONIS, 2010; ZHANG; MEANEY, 2010).

Os mecanismos epigenéticos podem ser modulados por diversos fatores ambientais
como uso de drogas (ex.: cigarro, alcool e drogas de abuso em geral), dieta, obesidade,
atividade fisica, poluicdo, trabalho noturno e estresse mental, podendo contribuir para o
desencadeamento de transtornos psiquiatricos (revisdes de ARCHER et al., 2013; KUBOTA,;
MIYAKE; HIRASAWA, 2012). Alguns aspectos importantes devem ser considerados nessa
modulacdo, tais como: (1) tipo de agente interferente no desenvolvimento encefalico:
quimico, ativador do sistema imune ou notavel pela auséncia; (2) a fase do desenvolvimento
encefalico em que o agente exerce o efeito: pré-natal, pos-natal, adolescéncia ou vida adulta;
(3) a idade da expressdo de anormalidades funcional-estruturais com dominios de
comportamentos cotidianos, emocionais e cognitivos e (4) perfis farmacogendmico-
farmacogenéticos particulares mediando respostas a terapias medicamentosas (revisdo de
ARCHER et al., 2013).

Estudos (Tabela 3 e Tabela 4) envolvendo diferentes tecidos (Ex.: periférico ou
nervoso) e métodos (EX.: beadchips, pirosequenciamento, método de Sanger, espectroscopia
de massa, hibridizacdo em microarranjos, entre outros) sugerem diferencas nos padrdes de
metilacdo do DNA entre individuos com e sem diagnostico psiquiatrico. Essas diferencas séo

encontradas tanto em genes candidatos (Ex.: SLC6A4, MAOA, NR3C1) quanto na média



33

global de metilagdo do DNA, sendo importante considerarmos a presenca ou ndo de trauma
emocional e eventos no inicio da vida nessa comparacéo (revisdo de KLENGEL et al., 2014).
A exposicdo ao estresse precoce (EEP), tanto no periodo intra-uterino quanto apos o
nascimento, pode envolver mecanismos epigenéticos distintos, comprometendo a resposta ao
estresse. Os efeitos da EEP podem perdurar atraves das geracdes (revisdo de PROVENCAL;
BINDER, 2015). Estudos com animais evidenciam a transmissao epigenética, ao longo das
geracOes, do impacto da separacdo materna, no inicio da vida, no comportamento depressivo e

na resposta ao estimulo ambiental aversivo quando adulto (FRANKLIN et al., 2010).
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Tabela 3. Diferencas nos padrdes de metilacdo do DNA nos Transtornos de Ansiedade (TA) com ou sem a presenca de trauma emocional

TA ou sintomas Trauma ou Genes Material
de ansiedade eventos analisados biolodico Método Resultados referentes a metilagdo do DNA
estressores 9
Estudos em humanos
Evidéncia de hipermetilagdo do DNA, na regido promotora do gene NET, em 9 pacientes
Transtorno do PCR de metilagdo especifica (dos 24) com TP, mas ndo nos controles. O silenciamento do gene, nesse caso, foi
A baseada na conversdo com ) . S . Lo
Panico (TP) Sangue bissulfito (MSP) e observado pelo método da imunoprecipitacdo de cromatina que demonstrou ligacdo do
(ESLER et al NED vl MEU periférico sequenciamento Fator de transcricdo inibitério methyl CpG binding protein 2 (MeCP2) na regido
2006) promotora do gene. As mutagdes analisadas, nos individuos com TP, ndo foram
associadas com alteracdes de fungéo no gene NET.
Transtorno do MSP e sequenciamento Os pacientes, com TP e/ou hipertensdo, apresentaram reduzida recaptacdo de
Panico (TP) Sanaue (pds-tratamento do DNA noradrenalina, sugerindo que a metilagdo do DNA no gene NET favoreceu o
N&o avaliado NET ngu com bissulfito) S . . i
(ESLER et al periférico silenciamento do gene. O MeCP2 encontrou-se enriquecido na regido promotora do gene
2008) NET, o que reforca essa hipétese.
oo 6 Evidéncia de hipometilagdo do gene MAOA em mulheres diagnosticadas com TP em
valiacdo de ) )
Transtorno do eventos ) ) relacdo aos controles para TP. Nas mulheres, os eventos negativos na vida foram
Panico (TP) o Sequenciamento (pés- ) ) o - )
positivos, MAOA Sa_rf]gt!e tratamento do DNA com  associados com hipometilagdo, enquanto que os positivos foram associados com
neutros e periférico . .
(DOI\I/ISZCOT;)E et negativos na bissulfito) aumento na metilagio do DNA. Os homens, diagnosticados com TP, n&o apresentaram
al., q T L
vida nenhuma alteracéo significativa quando comparados aos individuos controles.
Sintqmas de Adyer§idade na ] ) i Os sintomas de ansiedade e depressdo ndo foram associados com metilagdo nos sitios
ansiedade infancia (maus- s Pirosequenciamento (pos- ) o L ) o
tratos NR3C1 el_:ggt{e tratamento do DNA com  CPGs avaliados. Os individuos adultos, com histérico de adversidade na infancia,
o periférico . . o o _
(TYRKAetal., negligéncia e bissulfito) apresentaram aumento na metilacio do DNA no gene NR3C1. A metilacdo do DNA foi

2012) auséncia



Transtorno do
Panico (TP)

(BAYLES etal.,
2013)

Transtorno do
Panico (TP)

(DOMSCHKE et
al., 2013)

Transtornos de
Ansiedade (TA)

(PROVENGCAL et
al., 2013)

Transtornos de
Ansiedade (TA)

(CHAGNON et al.,
2015)

parental)
N&o avaliado NET
Avaliacéo de
eventos GAD1le
positivos,
neutros e GAD?2
negativos na
vida
IL-1a, IL-6,
Agressao fisica -4 |L-10 e
na infancia e
adolescéncia IL-8, NFkB1,
(entre 6 e 15 NEATS e
anos)
STAT6
BDNF, OXTR,
Nao avaliado SLC6A4 e
APOE

Sequenciamento (pos-
tratamento do DNA com
bissulfito)

Sangue
periférico

Sequenciamento (pés-
tratamento do DNA com
bissulfito)

Sangue
periférico

Combinacéo dos métodos de
imunoprecipitacdo de DNA
metilado (MeDIP) e arrays
de oligonucleotideos de alta
densidade; validacéo por
pirosequenciamento (pés-
tratamento do DNA com
bissulfito)

Sangue
periférico

Pirosequenciamento (pos-
tratamento do DNA com
bissulfito): BDNF, OXTR e
Saliva SLC6A4
Beadchip da Illumina (néo
especificado): APOE
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associada com respostas atenuadas ao cortisol.

N&o houve diferencas entre os padrdes de metilagdo do DNA no gene NET entre
controles e pacientes (adultos) com TP ou Transtorno Depressivo maior. Nenhuma
mudanca significativa na metilacdo, na regido promotora do gene, foi observada em

resposta ao tratamento com antidepressivo.

Os pacientes com TP apresentaram hipometilagio do DNA no gene GAD1, mas néo
apresentaram diferencas no GAD2, quando comparados aos controles. A ocorréncia de
eventos negativos na vida foi correlacionada com hipometilacdo do DNA no GAD1 (na
amostra de mulheres, principalmente). O polimorfismo rs3762555 do GAD1 contribuiu

para a hipometilacdo em 2 sitios CpGs do gene.

Os TA ndo diferiram entre os homens com agressividade fisica crénica (AFC) na
infancia e os seus controles para AFC. Contudo, comportamentos de hiperatividade e
transtorno opositor desafiante foram diferentes entre os grupos. A AFC, no periodo da
infancia e adolescéncia, foi associada a 48 regides, do DNA, diferencialmente metiladas.

Essas regides ndo estavam, necessariamente, nos promotores dos genes.

As participantes (mulheres com 65 anos ou mais), com TA ou depressdo, ndo diferiram
do grupo controle quando considerada a metilacdo do DNA nos genes SLC6A4 e APOE.
Contudo, evidenciou-se hipermetilacdo do DNA no gene BDNF em comparagdo as
controles. Essa diferenga foi mais pronunciada nas carreadoras do alelo Met para o SNP
rs6265 (Val66Met) em comparacdo as homozigotas do alelo Val. Também, foi
evidenciado hipermetilacio no gene OXTR, na amostra com TA ou depressdo, mas

somente nas mulheres que possuiam o genotipo AA do SNP rs53576 desse gene.



Estado e traco de
ansiedade
materna pré-natal

(CHEN et al.,
2015)

Sintomas e
transtornos de
ansiedade (TA)

(DADDS et al.,
2015)

Sintomas de
ansiedade

(MURPHY et al.,
2015)

Transtorno de
Ansiedade Social
(TASocial)

(ZIEGLER et al.,
2015)

Nao avaliado

Nao avaliado

Néo avaliado

Nao avaliado

Genoma total

NR3C1

DNMTL,
DNMT3A,
DNMT3B,
DNMTS3L,

EZH2 e IL-6

OXTR

Sangue de
corddo
umbilical

Saliva e
sangue
periférico

Sangue
periférico

Sangue
periférico

Infinium
HumanMethylation450
BeadChip

Espectrometria de massa
guantitativa

Captura e deteccdo de
anticorpos para citosinas
metiladas (quantificadas

colorimetricamente)

Sequenciamento (p6s-
tratamento do DNA com
bissulfito)
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O genotipo do BDNF, nos recém-nascidos (mas ndo nas méaes), afetou a associagdo da
ansiedade materna pré-natal com o metiloma do DNA. Os recém-nascidos com o
gendtipo MetMet apresentaram maior nimero de sitios CpGs associados com o trago e
estado de ansiedade materna pré-natal. O volume da amigdala direita dos bebés mostrou
maior covariancia de metilacdo nos individuos MetMet. J& nos individuos ValVal, o
volume do hipocampo esquerdo apresentou maior covariancia de metilacdo do DNA

quando comparado com os outros genotipos.

O aumento da metilagdo em determinados sitios CpGs do exon 1F do gene NR3C1, em
criangas e adolescentes, foi associado a gravidade de sintomas internalizantes (ansiedade
e depressdo) e ao aumento de liberacdo de cortisol pela manhd. Os sintomas

externalizantes ndo foram associados aos niveis de metilagdo do DNA.

Os adultos com sintomas de ansiedade apresentaram maiores niveis de metilagéo global
do DNA. A média dos niveis de RNAm dos genes avaliados ndo diferiu entre os
individuos com ansiedade e seus controles. Contudo, os niveis de RNAm dos genes
DNMT1/3A, EZH2 e IL-6 aumentaram com o0 aumento do escore de gravidade da
ansiedade. A expressdo do gene IL-6 foi fortemente correlacionada com a expressdo dos
genes DNMT1/3A/3B e EZH2.

O fendtipo categdrico do TASocial (em pacientes adultos) foi associado a hipometilagcdo
do DNA no gene OXTR, a aumentos dos escores em escalas de ansiedade, aumento de
cortisol salivar em resposta ao Trier Social Stress Test e da responsividade da amigdala

durante o processamento da palavra.
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Estudos em animais

Temperamento
ansioso
Nao avaliado
(ALISCH et al.,
2014)

Comportamento
relacionado a
ansiedade Estresse cronico
moderado
(SOTNIKQV et al.,
2014)

Genoma total

CRHR1

Encéfalos de
macacos
rhesus

Encéfalo de
camundongos

Sequenciamento de nova
geracgdo (pds-tratamento do
DNA com bissulfito)

Pirosequenciamento

O temperamento ansioso foi associado a 5489 sitios CpGs (em 1363 genes). Desses
sitios, 4766 (87%) foram negativamente correlacionados com o fenétipo ansioso (ex.:
niveis de metilacdo decaindo com o aumento da gravidade do temperamento ansioso)
contra 723 sitios (13%) positivamente correlacionados. Os autores sugerem que, em
geral, sitios CpGs hipermetilados, no nucleo central da amigdala dos animais, sdo mais
suscetiveis a mudancas em relacdo a ansiedade. Uma significativa correlacdo entre
transcriptoma e metiloma do DNA, associado ao temperamento ansioso, foi encontrada

em 22 genes.

O estudo envolveu 4 grupos: camundongos com ansiedade alta (expostos ou ndo a um
ambiente enriquecido) e camundongos com ansiedade baixa (submetidos ou ndo ao
estresse moderado crénico (EMC)). Como esperado, o ambiente enriquecido teve um
efeito ansiolitico nos animais muito ansiosos, diminuiu a liberacdo de corticosterona,
reduziu a expressdio de CRHR1 na amigdala basolateral e aumentou os niveis de
metilagdo na regido promotora do gene CRHR1. O EMC teve um efeito oposto nos

animais com ansiedade baixa nos aspectos avaliados acima.

Abreviacdes dos genes: NET, Transportador de Noradrenalina; MAOA, subtipo A da enzima monoamina oxidase, do inglés Nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1 (receptor de
glicocorticoide); GAD1 e GAD2, Glutamato descarboxilases; IL-1a, IL-6, IL-4, IL-10 e IL-8, genes que codificam as interleucinas; NFkB1, NFAT5 e STAT6, genes que codificam os trés fatores de
transcricdo; BDNF, Fator neurotréfico derivado do encéfalo; OXTR, Receptor de Ocitocina; SLC6A, Transportador de serotonina; APOE, Apolipoproteina E; DNMT1, DNMT3A, DNMT3B,
DNMT3, genes que codificam DNA metiltransferases; EZH2, do inglés Enhancer of Zeste Homolog 2; CRHR1, Receptor 1 do hormdnio liberador de corticotropina.
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Tabela 4. Diferencas nos padrdes de metilagdo do DNA, envolvendo trauma emocional ou eventos estressores, SEM considerar os Transtornos de Ansiedade como prioritarios

Trapstornos ou Trauma ou Genes Material . Resultados referentes a metilagdo do DNA
sintomas eventos : L Método
L analisados biol6gico
Psiquiatricos estressores
Estudos em humanos
A exposicdo pré-natal aos sintomas de depressdao e/ou ansiedade maternos, no 3°
trimestre de gravidez, foi associada com o aumento da metilagio do DNA, no filho
. . S recém-nascido, em determinado sitio do gene NR3C1. A hipermetilacdo tambem foi
Na&o avaliado Exposicao pre-
natal a sintomas Sangue do Pirosequenciamento (pds-  associada com o aumento de cortisol salivar em resposta ao estresse, aos 3 meses,
(OBERLANDER e an3|eda~dee St cor_dgo tratamen_to dO.DNA com controlando para a exposicdo a antidepressivo inibidor seletivo de recaptacdo de
et al., 2008) depressdo umbilical bissulfito)
materna serotonina (ISRS) usado pela mée, idade pés-natal e sintomas de humor da mae nos
periodos pré e pos-natal. A metilacdo materna ndo foi associada com o humor da
gestante e nem com o status de metilagédo do filho.
Suicidas com As vitimas de suicidio, com histdrico de maus-tratos na infancia, apresentaram metilagéo
.tra.n’stc_)rnos x . . . aumentada no exon 1F do NR3C1 em comparagéo as vitimas sem abuso na infancia ou
psiquidtricos ndo Historico de Sequenciamento (p6s-
especificados abuso na NR3C1 Hipocampo tratamento do DNA com controles (morte subita, acidental e sem histérico de abuso na infancia).
infancia bissulfito)
(MCGOWAN et
al., 2009)
Transtorno de L A . . .
Estresse Pos- Os individuos com e sem TEPT diferiram no nimero de genes unicamente nao-
Traumatico £ Infinium metilados. Uma assinatura epigenética (desmetilagdo), envolvida com a ativacéo do
TEPT ventos .
( ) traumaticosna  Genoma total Sangue HumanMethylation27 sistema imunoldgico, foi encontrada nos individuos com TEPT. Desses, 0s que possuiam
id periférico BeadChip e validag&o por 5 . _ o .
(UDDIN etal, M pirosequenciamento TAG elou depressdo maior comérbidos diferiram na metilagdo em, apenas, 3 genes
2010)

daqueles que nédo apresentavam comorbidades (diferenca nédo significativa).



Sintomas de
depressao

(VAN
IJZENDOORN et
al., 2010)

TEPT

(KOENEN et al.,
2011)

Transtorno de
Personalidade
Borderline (TPB);
depressao (TEPT
como
comorbidade)

(PERROUD et al.,
2011)

Nao avaliado

(NAUMOVA et
al., 2012)

Experiéncias de
perdas ou
eventos
traumaticos

Exposigdo a
eventos
traumaticos

Historico de
maus tratos na
infancia

Privacdo de
cuidados
maternos e
paternos e vida
em orfanato

SLC6A4

SLC6A4

NR3C1

Genoma total

Sangue
periférico

Sangue
periférico

Sangue
periférico

Sangue
periférico

Espectrometria de massa
quantitativa (pds- tratamento
do DNA com bissulfito)

Infinium

HumanMethylation27
BeadChip e validag&o por

piroseguenciamento

Pirosequenciamento (pds-
tratamento do DNA com

bissulfito)

Infinium

HumanMethylation27

BeadChip
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Os sintomas de depressao nao foram associados com niveis de metilacdo do gene. Ja, os
maiores niveis de metilacdo, em uma ilha CpG do gene SLC6A4, foram associados com
0 risco aumentado de respostas ndo adaptativas para perdas ou outros traumas
emocionais nos individuos com gen6tipo "LL" para o polimorfismo da regido promotora
do gene do transportador de serotonina (5-HTTLPR). O gendtipo "SS" sugeriu mais
experiéncias de perdas ou trauma “ndo resolvidos”, mas somente nos casos de baixos
niveis de metilacdo. Na mesma linha, os maiores niveis de metilagdo naqueles com

gendtipo "'SS" foram associados com diminuigdo de perda ou trauma “néo resolvido”.

N&o houve associacdo entre o genotipo ou metilacdo do gene SLC6A4 e o TEPT. O
naimero de eventos traumaticos foi associado com o risco para TEPT, mas somente para
os adultos que apresentaram baixos niveis de metilacdo do SLC6A4. J& os individuos
com 0s maiores niveis de metilacdo para o SLC6A4, e com mais eventos traumaticos,

apresentaram um efeito protetor para o TEPT.

Os sujeitos com TPB apresentaram associacdo entre o abuso sexual na infancia,
negligéncia fisica e hipermetilagdo no exon 1F do gene NR3C1. A gravidade do abuso
sexual contribuiu para 0 aumento da metilagdo do DNA. J& o abuso e/ou negligéncia
emocional, bem como o abuso fisico, ndo foram associados ao status de metilacdo nesses
pacientes. De interesse, 0s pacientes com TPB sem abuso sexual e/ou sem maus-tratos na
infancia apresentaram maior metilagdo do gene NR3C1 quando comparados aos sujeitos

com depressdo com relatos de abuso ou negligéncia infantil.

Entre o grupo de criancas institucionalizadas (vivendo em orfanato) e o de criangas
vivendo com os pais bioldgicos foram encontrados 914 sitios CpG diferentemente

metilados (em 848 genes). Em criangas institucionalizadas, a maior parte dos sitios
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apresentou hipermetilacdo do DNA em genes relacionados ao controle de sistemas de

sinalizaco celular e de resposta imune.

Durante a infancia, tanto o estresse materno quanto o paterno influenciaram na metilagcdo
das meninas (aumentando e diminuindo a metilagdo, respectivamente). Nos meninos, o
estresse materno aumenta a metilacdo do DNA. No periodo pré-escolar, o estresse do pai
exerce efeito na metilacdo das meninas, com alguns sitios CpGs sendo mais ou menos

metilados.

Os individuos expostos ao abuso infantil, e carreadores do alelo de risco para 0 SNP
rs1360780, apresentaram uma diminuicdo média de 12,3% na metilacdo do DNA em 3
sitios CpGs do gene FKBP5 quando comparados a outros grupos. A metilagdo do DNA
parece estar restrita a experiéncia de trauma na infancia e ndo foi influenciada por
experiéncias traumaticas na vida adulta, sugerindo um periodo sensivel no

desenvolvimento precoce para esses efeitos epigenéticos.

O estudo mostrou diferengas em 2868 sitios CpGs (média de 17% de metilacdo do DNA)
entre criancas que sofreram maus-tratos e seus controles. Um padrdo consistente emergiu
sugerindo que criangas com histérico de maus-tratos, geralmente, possuem niveis
elevados de metilacdo nos sitios com baixa e média metilagdo, além de metilacdo

reduzida nos sitios com valores elevados de metilagdo em relagdo aos controles.

Entre 0s neonatos expostos a sintomas maternos ndo medicados de depresséo e ansiedade
e 0s seus controles foram identificadas diferencas nos niveis de metilagdo do DNA em
42 sitios CpGs. Nenhuma diferenca, ap6s ajustes para multiplas comparagdes, foi

encontrada entre neonatos expostos a ISRS e seus controles. Em neonatos expostos a
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sintomas ndo medicados de depressdo materna ou a ISRS, a vasta maioria dos sitios
CpGs apresentou menor metilacdo do DNA em relacéo aos controles, mas as diferencas

foram muito pequenas.

Os veteranos de Guerra com TEPT apresentaram menor metilagdo no exon 1F do gene

NR3C1 quando comparados aos veteranos sem TEPT. A metilacdo também foi associada

TEPT Exposicgdo ao Sanque Sequenciamento (pés- com 3 medidas funcionais da atividade de glicocorticéide: inibi¢do da lisozima no teste
trauma da NR3C1 ngu tratamento do DNA com x - . . - x s
(YEHUDA et al., querra periférico bissulfito) de supressdo de lisozima, declinio de cortisol plasmatico no teste de supressdo a
2014) dexametasona e excrecdo de cortisol na urina de 24h. Por fim, a metilacdo do NR3C1 foi
inversamente correlacionada com marcadores clinicos e sintomas associados ao TEPT.
Né&o foi encontrada correlagdo entre a metilacdo do SL6A4 e a liberacdo de cortisol, em
resposta ao estresse, em qualquer gendtipo do polimorfismo 5-HTTLR. Os individuos
Individuos com o0 gendtipo LL, em comparagdo aos carreadores do alelo S (“grupo S”),
saudaveis Exrp()ir(;ir;gl:s Sanque Sequenciamento (pés- apresentaram aumento dos niveis de RNAm de SLC6A4 e mostraram aumento global da
ﬁacentes de SRCa erifgrico HEVELETD € DINA Elit metilagdo como uma resposta ao estresse precoce na vida e estresse crénico. O grupo S
(DUMAN; CANLI, P P bissulfito) ¢ P P -2 grup
2015) mostrou reduzidos niveis de RNAm de SL6A4 e aumento de metilacdo em resposta aos
estresses precoce e cronico, bem como a recentes sintomas depressivos, que se
correlacionaram positivamente com a expressdo de NR3C1 também avaliado.
N&o avaliado As criangas em idade pré-escolar estudadas, com historico de maus-tratos, apresentaram
Historico de Pirosequenciamento (pos- niveis mais baixos de metilacdo em dois sitios CpG de regibes regulatérias do gene
(TYRKA et al., maus-tratos na FKBP5 Saliva tratamento do DNA com ¢ P g g g
2015) infancia bissulfito) FKBP5.
Estudos em animais
NEw avalfecls Separagao MeCP2, 5- Esperma de Pirosequenciamento (p0s- Qs animais submetidos ao estresse precoce apresentaram, na linhagem germinativa,
materna camundongos tratamento do DNA com
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hipermetilacdo do DNA nos genes MeCP2 e CB1 e hipometilacdo no gene CRFR2. A
metilacdo do DNA néo foi alterada nos genes MAOA e 5-HT1A. O estresse pos-natal, em
camundongos, induziu o comportamento depressivo (avaliado por teste de nado forcado,

consumo de sucrose e suspensdo da cauda) nas demais geragoes.

Os animais com o gen6tipo de menor expressdo do 5-HTT, e que ndo sofreram estresse
na vida, apresentaram maior nivel de metilagdo do gene CRF, no nicleo central da
amigdala (CeA), em relagcdo aos animais de outros genotipos. Ja 0s animais com 0
genotipo intermediario do 5-HTT, e que sofreram estresse na vida adulta, apresentaram
maior nivel de metilagdo em relagdo aos demais gendtipos. Essa diferenga no genotipo

do 5-HTT foi perdida quando a presenca de estresse na vida precoce foi considerada.

Filhotes machos com baixo “licking-grooming” em relacdo aqueles que receberam mais
cuidados das mées mostraram menor metilacdo do DNA, no sangue, no gene OXTR.
Nenhuma diferenca, em relagdo a metilagdo, foi encontrada no encéfalo (hipotalamo,

estriado e hipocampo) dos ratos.

Abreviacdes: ISRS, inibidor seletivo de recaptacdo de serotonina; NR3C1, do inglés Nuclear receptor subfamily 3, group C, member 1 (receptor de glicocorticdide); SLC6A4, Transportador de
serotonina; FKBP5, do inglés FK506 binding protein 5; MeCP2, do inglés methyl CpG binding protein 2 (Fator de transcri¢do inibitorio); 5-HT1A, receptor 1A de serotonina; MAOA, enzima
monoamino oxidase A; CB1, receptor 1 de canabinodide; CRFR2, receptor 2 do fator de liberacéo de corticotropina; OXTR, Receptor de Ocitocina; CRF, Horménio liberador de Corticotrofina.
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2. JUSTIFICATIVA

Os transtornos de ansiedade sdo sindromes complexas ainda ndo conhecidas por
completo. Existem interacfes entre 0s genes e o ambiente (G x A), envolvidas nesses
transtornos, que conferem uma complexidade digna de investigacdes aprofundadas, tanto do
ponto de vista genético quanto do epigenético. A psiquiatria molecular vem avancando no
delineamento de estudos que contribuem para o entendimento da etiologia desses transtornos
psiquiatricos. Assim, os estudos de associagcdo com genes candidatos, bem como estudos de
interacdo G x A, considerando o trauma emocional sendo capaz de contribuir para 0 aumento
da suscetibilidade ao desenvolvimento dos transtornos de ansiedade, interessam nessa tese.

Em termos epigenéticos, a abordagem envolvendo a metilacdo do DNA, explorando o
genoma total, pode direcionar futuras pesquisas em sitios genéticos especificos. A busca pela
compreensdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento dos transtornos de ansiedade
poderd possibilitar que medidas preventivas e de intervengdo precoce sejam dirigidas a

subgrupos com maior risco para o desenvolvimento desses transtornos psiquiatricos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Investigar, em adolescentes, a neurobiologia dos TA do ponto de vista genético e

epigenético.

3.2. Objetivos Especificos

» Artigo 1: Investigar, em uma amostra comunitaria de adolescentes, a associagao entre

os polimorfismos genéticos funcionais do eixo HHA e o diagndstico de TA.

» Artigo 2: Estudar a interagdo entre o trauma emocional e o polimorfismo do gene do
receptor de mineralocorticoide (NR3C2) nos niveis séricos do fator neurotréfico derivado do

encéfalo (BDNF).

» Artigo 3: Explorar a metilagdo do DNA, no genoma total, utilizando uma abordagem
transversal e longitudinal, a fim de buscar correla¢fes epigenéticas com o desenvolvimento

dos TA e sua trajetoria.
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4. HIPOTESES

Nossas hipoteses, referentes a cada artigo, sdo as seguintes:

» Artigo 1:

= Os adolescentes com TA serdo carreadores dos alelos que interferem na

funcionalidade do eixo HHA.

» Artigo 2:

= O trauma emocional, interagindo com genoétipos de risco do eixo HHA, estara

associado ao desenvolvimento de TA nos adolescentes.

» Artigo 3:

= Haverd um padrdo diferente de metilacdo do DNA, em diferentes vias

bioldgicas, entre adolescentes com e sem TA.

= A trajetoria dos TA, nos adolescentes ansiosos (casos incidentes e remitentes),
influenciara o padrdo de metilacdo do DNA, em diferentes vias bioldgicas, e a sua dire¢do

(ex. hipometilagdo em casos incidentes e hipermetilagdo em remitentes).

» Haverd um padrdo diferente de metilacdo do DNA, dependente da idade, em

diferentes vias bioldgicas.
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5. CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA) em seus aspectos éticos e metodologicos. O projeto aprovado é

identificado pelo nimero 12.0254.
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6. ARTIGOS

A producdo cientifica, durante o periodo de doutorado, esta exposta e dividida da

seguinte forma:

Artigo 1: publicado na revista Trends in Psychiatry and Psychotherapy doi:
10.1590/2237-6089-2015-0035. (2015) 37 (4): 232-7.

Artigo 2: publicado na revista Journal Psychiatric Research (fator de impacto 3.957)
doi: 10.1016/j.jpsychires. (2014) 59: 8-13

Artigo 3: aser submetido a revista Clinical Epigenetics (fator de impacto 4.543)
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6.1. ARTIGO 1

Artigo publicado na revista Trends in Psychiatry and Psychotherapy (acesso livre)

doi: 10.1590/2237-6089-2015-0035. (2015) 37(4): 232-7.

What can HPA axis-linked genes tell us about anxiety disorders in adolescents?

O que os genes associados ao eixo HPA podem nos dizer sobre os transtornos de

ansiedade em adolescentes?

Andressa Bortoluzzi,® Carolina Blaya,? Eduarda Dias da Rosa,® Mariana Paim,? Virginia

Rosa,? Sandra Leistner-Segal,* Gisele Gus Manfro?
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6.2. ARTIGO 2

Artigo publicado na revista Journal Psychiatric Research (fator de impacto 3.957)
doi: 10.1016/j.jpsychires. (2014) 59: 8-13
Mineralocorticoid receptor genotype moderates the association between physical neglect

and serum BDNF

Andressa Bortoluzzi®®9, Giovanni Abrahdo Salum®©), Carolina Blaya*?, Patricia Pelufo
Silveira®, Rodrigo Grassi-Oliveira, Eduarda Dias da Rosa®9, Bianca Wollenhaupt de
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DNA methylation signatures in adolescents with anxiety disorder: a 5 year longitudinal
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7. DISCUSSAO

A psiquiatria molecular esta podendo, cada vez mais, contribuir para a compreensao
da etiologia dos transtornos mentais, visto que busca conciliar recursos modernos de
biotecnologia molecular com resultados obtidos do aperfeicoamento de escalas diagnosticas,
neuroimagem funcional, psicoterapias, psicofarmacos, entre outros. Contudo, a compreensao
de mecanismos biologicos subjacentes ao desenvolvimento dos TA continua desafiadora, ja
gue envolve desfechos atipicos e multiplos processos biolégicos disfuncionais.

A literatura ja evidencia o papel do estresse no desenvolvimento de transtornos
psiquiatricos tanto em modelo animal (BRYDGES et al., 2014; revisdo de CHOCYK et al.,
2013) quanto em humanos (revisdo de NOLTE et al., 2011). Nesse contexto, o eixo HHA ¢é
considerado um protagonista, visto que alteragdes no seu funcionamento desencadeiam uma
cascata de consequéncias na resposta adaptativa ao estresse (revisdo de MAH;
SZABUNIEWICZ; FIOCCO, 2016).

Em se tratando de transtornos complexos, como os TA, os estudos de associagdo entre
polimorfismos de genes candidatos e o diagnostico psiquiatricos sdo arriscados porque
exigem um tamanho amostral consideravel para que possam ter poder estatistico. Além do
mais, 0s TA sdo comorbidos (FLORES et al., 2014) e possuem varios endofenoétipos (revisao
de GOTTESMAN; GOULD, 2003) envolvidos com rotas bioldgicas diferenciadas. Mesmo
assim, a ousadia em trabalhar com grupos de genes que possuem uma plausibilidade
bioldgica, ou seja, genes candidatos, ainda € uma estratégia bem-vinda.

Os polimorfismos genéticos (SNPs dos genes FKBP5, CRHR1, NR3C1, NR3C2 e
SERPINAG) foram selecionados, no presente trabalho, com base na sua importancia funcional
para o eixo HHA. A escassez de evidéncias sobre o envolvimento desses polimorfismos nos

TA, na ocasiao da selecdo, foi uma grande motivagdo para o experimento, porém nos trouxe o
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desafio de interpretacdo dos resultados. A exposicdo ao estresse, em um periodo critico do
desenvolvimento, como a adolescéncia, pode comprometer a trajetoria de maturacdo neural e
favorecer o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (revisdo de EILAND; ROMEO,
2013). Um recente estudo sugere que o escore poligénico, associado com o eixo HHA, é um
forte preditor das respostas da amigdala e do hipocampo entre individuos puberes versus pré-
puberes. As variantes genéticas (SNPs dos genes CRHR1, NR3C2, NR3C1 e FKBP5) foram
capazes de predizer positivamente as respostas para faces de medo entre meninas puberes e as
respostas a faces neutras entre meninos puberes (PAGLIACCIO et al., 2015).

Os cinco SNPs do gene FKBP5 (rs3800373, rs9296158, rs1360780, rs9470080 e
rs4713916), escolhidos nessa tese, ja foram investigados em estudos com trauma emocional
infantil (BUCHMANN et al., 2014), depressdao (SZCZEPANKIEWICZ et al., 2014), TEPT
(BINDER et al., 2008), transtorno bipolar (WILLOUR et al., 2009), suicidio (BRENT et al.,
2010) e transtorno de personalidade borderline (MARTIN-BLANCO et al., 2015). Os alelos
que sdo considerados de risco para 0s transtornos vulneraveis ao estresse sdo 0s associados a
transcricdo aumentada da co-chaperona FKBP5. Como visto na introducdo, o aumento da co-
chaperona FKBP5 confere maior resisténcia aos GR e, como consequéncia, aumento dos
niveis de cortisol circulante, propiciando um periodo de recuperacdo prolongado do eixo
HHA, apos a exposicdo ao estressor (revisdo de ZANNAS; BINDER, 2014). Minelli et al.
(2013) estudaram, em individuos depressivos (comdrbidos ou ndo com os TA) e controles
saudaveis, o papel do gene FKBP5 nesses transtornos e nos tracos de personalidade. Esses
pesquisadores demonstraram que a homozigosidade do alelo T do SNP rs1360780, que
confere maior expressao da co-chaperona FKBP5, foi mais frequente em pacientes com TA e
depressdo comdrbidos em comparacdo aqueles individuos com depressdo ndo ansiosos. Além
disso, entre os controles saudaveis, o alelo T foi mais frequente em tragos de personalidade

associados com uma vulnerabilidade aumentada para a ansiedade (MINELLI et al., 2013). O
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presente trabalho também mostra que o alelo T é mais frequente em adolescentes com TA
guando comparados a controles ndo ansiosos. Contudo, ndo encontramos nenhuma associacao
significativa entre quaisquer SNPs do gene FKBP5 estudados e os TA. Além dos dados de
associagdo, presentes no “Artigo 17 da tese, vale ressaltar que a nossa amostra ndo apresentou
resultados significativos em relacdo as interacbes Gene x Ambiente (G x A) envolvendo o0s
SNPs do FKBP5 (dados nédo divulgados atraves de artigo cientifico).

Posterior a finalizacdo e publicacdo do nosso trabalho, felizmente mais estudos foram
disponibilizados a respeito dos SNPs do gene FKBP5 nos TA. Um estudo mostrou que a
resposta a Terapia Cognitiva Comportamental (TCC), em criangas com TA, nao foi associada
com os polimorfismos dos genes FKBP5 e NR3C1 ou a porcentagem de metilacdo do DNA,
pré-tratamento, das regides promotoras desses genes. Contudo, os participantes com um ou
dois alelos de risco do gene FKBP5, e que apresentaram maior reducdo na gravidade dos
sintomas ansiosos, diminuiram a porcentagem de metilacdo do DNA do FKBP5 durante o
tratamento. Ja os individuos com pouca ou nenhuma reducdo na gravidade dos sintomas
aumentaram a metilacdo do gene FKBP5. Nenhuma associacgéo significativa foi encontrada no
gene NR3C1 (ROBERTS et al., 2015). Comasco et al. (2015) estudaram os efeitos da
interacdo entre os eventos adversos na vida e o genotipo do FKBP5 associados aos sintomas
psiquiatricos (ansiedade, depressdo, preocupacdes sexuais, dissociacdo, raiva e estresse pos-
traumatico), em duas amostras comunitarias de adolescentes: uma acompanhada do
nascimento até os 12 anos de idade e outra com 17 anos de idade. Eles encontraram efeitos da
interacdo G x A de maneira dose-dependente, ou seja, os individuos heterozigotos para 0s
alelos de risco do FKBP5 apresentaram escores intermediarios de sintomas psiquiatricos, na
presenca de eventos estressores, comparados a outros genétipos (COMASCO et al., 2015).
Outro recente estudo, com os mesmos polimorfismos da nossa selecdo, avaliou a interagao

entre os SNPs do FKBPS5 e a presenca de eventos estressores (relatado pelos pais) em criangas
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(3 a5 anos de idade) com e sem TA e/ou depressdo. Assim como nos resultados apresentados
no “Artigo 1” dessa tese, 0s pesquisadores ndo encontraram nenhuma associacdo desses
polimorfismos com os TA e nem com depressdo. Contudo, eles sugerem que as criancas
carreadoras do alelo de menor frequéncia do SNP rs3800373 do gene FKBP5 possuem risco
aumentado para o desenvolvimento de TA e/ou depressao, dependendo do nimero de eventos
moderados a brandos na vida (mas ndo severos). Ja, 0 risco para 0s transtornos psiquiatricos,
nas criancas homozigotas para o alelo de maior frequéncia, é independente da exposicdo a
eventos adversos na vida (SCHEUER et al., 2016).

Outro polimorfismo genético estudado, nesse trabalho, foi o SNP rs878886 do gene
CRHR1. Estudos pré-clinicos sugerem que a persisténcia da hiperatividade do eixo HHA,
apds a exposicdo ao estresse, ¢ mediada, pelo menos em parte, por um “sistema CRHR1”
hiperativo (revisdo de GILLESPIE et al., 2009). O CRHR1 é um dos principais subtipos de
receptores de CRH (considerado o principal mediador da resposta ao estresse), acoplados a
proteina G, que possui uma ampla distribuicdo, no Sistema Nervoso Central (SNC), em
regibes corticais, cerebelares e limbicas envolvidas com processamento de informacéo
sensorial e controle motor. Na hipofise anterior, 0 CRHR1 medeia os efeitos do CRH na
liberacdo de ACTH e, como consequéncia, a secrecao de glicocorticoides. Ha evidéncias, em
modelos animais, que o CRHR1 é crucial no mecanismo de resposta ao estresse, induzido
pelo eixo HHA, mas ndo no baseline desse sistema (revisdes de AGUILERA et al., 2004;
LARYEA; ARNETT; MUGLIA, 2012; REUL; HOLSBOER, 2002).

A escolha do SNP rs878886 do gene CRHR1 foi motivada pela escassez de dados
sobre esse polimorfismo em especifico e, também, pelos resultados encontrados por Keck et
al. (2008). Esses pesquisadores estudaram multiplos SNPs do CRHR1, entre outros genes, em
duas amostras independentes de adultos com e sem TP. Eles encontraram, na amostra

combinada, uma associacdo altamente significativa entre esse polimorfismo e os TP (KECK
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et al., 2008). O presente trabalho nédo replicou esse achado, ou seja, nenhuma associacéo foi
observada entre 0 SNP rs878886 e os TP (6,9% da amostra), e nem com 0s demais TA.

Considerando que neurocircuitaria associada ao medo esta comprometida nos TA
(hiperativacdo do talamo, amigdala, hipocampo, ACC, estriado, cortex sensério-motor e
insula e hipoativacdo do PFC), ou seja, a habilidade em identificar preditores aversivos esta
descontextualizada em individuos ansiosos (revisdo de BROOKS; STEIN, 2015), Heitland et
al. (2013) avaliaram, em adultos saudaveis, as interacGes entre o SNP rs878886 do gene
CRHR1 e 0 5-HTTLPR na aquisicdao do medo. Os pesquisadores submeteram os participantes
ao paradigma de medo condicionado, com o uso de realidade virtual, considerando o reflexo
de sobressalto (pelo piscar dos olhos) como uma medida fisioldgica de resposta ao medo. Eles
encontraram que carreadores do alelo G do SNP rs878886 ndo mostraram nenhuma aquisicao
de resposta ao medo condicionado para a ameaca, na fase sem instrucdo, ao contrario dos
individuos homozigotos para o alelo C. Além disso, os carreadores de alelos de risco para
ambos 0s polimorfismos (alelo G no rs878886 e alelo curto “S” no 5-HTTLPR) interagiram
no aumento do reflexo de sobressalto durante essa fase (HEITLAND et al., 2013).

Essa tese contempla, também, os dados referentes ao polimorfismo rs6198 (conhecido,
também, como A3669G) do gene NR3C1l (GR), associado com resisténcia do GR aos
glicocorticdides (revisées de DERIJK, 2009; VAN ROSSUM; VAN DEN AKKER, 2011). A
importancia dos GR na neurobiologia do estresse ja € bem estabelecida na literatura (revisdo
de PRENDERVILLE et al., 2015). O SNP rs6198 ja foi associado com depressdo
(SZCZEPANKIEWICZ et al., 2011) e transtorno bipolar (SPIJKER et al., 2011) e teve sua
associacao perdida quando estudado os sintomas melancélicos no curso do transtorno bipolar
(LESZCZYNSKA-RODZIEWICZ et al., 2013). Contudo, até a data dessa tese, os resultados

apresentados no “Artigo 1” sdo os tnicos que englobam os TA e 0 SNP rs6198.
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O presente trabalho ndo encontrou nenhuma associacdo entre o SNP rs6198 do gene
NR3C1 e os TA, bem como qualquer interacdo entre esse polimorfismo e traumas emocionais
na infancia, no desenvolvimento dos TA. De interesse indireto para essa tese, um recente
estudo brasileiro investigou, em mulheres, o papel da interacdo entre os genes NR3C1 e
NR3C2 e a presenca de trauma emocional na infancia na suscetibilidade para a adicdo as
drogas (crack e cocaina). Os pesquisadores encontraram uma interacdo entre negligéncia
fisica na infancia e o alelo Val do SNP rs5522 do NR3C2, mas ndo no SNP rs6198 do NR3C1,
na modulacdo da suscetibilidade a adicdo ao crack e/ou cocaina. Nenhuma interacdo foi
encontrada com os outros traumas emocionais. Além disso, eles sugerem que as carreadoras
de ambos os alelos G do SNP rs6198 e Val de outro SNP (rs5522 do gene NR3C2) possuem
menores escores de gravidade de sintomas de abstinéncia (ansiedade, fadiga, anedonia, hipo
ou hiperfagia, irritabilidade, desordens do sono, perda de concentracdo, desejo por
carboidratos, bradicardia, paranoia e ideacdo suicida) em relacdo aos outros genotipos
(ROVARIS et al., 2015).

Chen et al. (2016) estudaram, em ratos adrenalectomizados (com auséncia de
producdo e circulacdo de glicocorticoides) e em ratos submetidos a cirurgia simulada, os
efeitos do estresse brando crénico (EBC) nos comportamentos do tipo depressivo e ansioso.
Os pesquisadores sugerem que os efeitos do EBC nos comportamentos do tipo ansioso sao
independentes da presenca de glicocorticoides circulantes, ao contrario dos comportamentos
do tipo depressivo. Surpreendentemente, eles ndo encontraram quaisquer mudangas na
expressdo de GR ou FKBP5 no hipocampo ou PFC em ratos adrenalectomizados e
submetidos ao EBC (CHEN et al., 2016). Frente a esse resultado, talvez a alteragdo no GR
ndo seja tdo decisiva ou impactante para a ansiedade como presumivel.

Outro polimorfismo genético selecionado para esse trabalho foi o SNP rs746530 do

gene SERPINAG, que codifica uma proteina alfa-globulina com propriedades ligantes aos
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corticosteroides (CBG, do inglés corticosteroid binding globulin), envolvido com o transporte
de glicocorticoides e progesterona (HENLEY; LIGHTMAN, 2011). Kumsta et al. (2007)
estudaram, em mulheres em uso de contraceptivo oral (com altos niveis de CBG) e homens
(com niveis normais de CBG), os efeitos dos niveis de CBG nas respostas hormonais (cortisol
e ACTH), apds um teste de estresse psicossocial. Eles evidenciaram que, nas mulheres, 0s
niveis de CBG foram negativamente associados com cortisol salivar e ACTH e positivamente
associados com os niveis de cortisol total seguido do estresse psicossocial. J&, nos homens, as
associacfes foram positivas entre a CBG e ACTH e niveis de cortisol total seguido do
estresse gerado pelo teste. Os resultados sugerem que niveis baixos de CBG parecem ndo
influenciar a disponibilidade de cortisol livre. Contudo, os niveis de CBG exercem um
impacto no cortisol sérico e ACTH, tanto nas mulheres quanto nos homens, possivelmente
refletindo o potencial de acGes regulatérias em longo prazo no eixo HHA modulado pelos
niveis de CBG (KUMSTA et al., 2007).

Uma metandlise com estudos de associacdo entre o genoma total e os niveis de cortisol
plasmatico pela manhd, com cerca de 12.600 individuos, sugere que a principal influéncia
genética no nivel de cortisol plasmatico é mediada por variacdes na capacidade de ligacdo da
CBG. Dentre 61 genes candidatos a alterar os niveis de cortisol, apenas o gene SERPINAG foi
considerado significativo para essa associacdo (BOLTON et al., 2014).

Parece justificavel a escolha de uma variante genética do gene SERPINA6 no estudo
de associagcdo com os TA, considerando que o papel do eixo HHA nos transtornos de humor
associados ao estresse € relevante e a CBG faz parte do mecanismo de resposta ao estresse
(SIVUKHINA; JIRIKOWSKI, 2014). A caréncia de dados na literatura sobre o SNP
rs746530 foi um dos gatilhos do interesse em estuda-lo, como demonstrado no “Artigo 1”.
Essa variante genética foi escolhida por Holliday et al. (2010), em uma coorte prospectiva de

adultos, para o estudo de associagéo entre os sintomas de ansiedade, depressdo e dor e 143
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polimorfismos genéticos presentes em genes relacionados com o sistema serotoninérgico e
com o eixo HHA. Eles encontraram que 7 SNPs do gene SERPINAG6 foram associados com 0s
sintomas somaticos avaliados e que, justamente, o SNP rs746530 foi o polimorfismo
responsavel por 19% do aumento do nimero de sintomas somaticos para cada copia do alelo
de menor frequéncia. Contudo, ap0s o ajuste para a dor, a associacdo foi perdida
(HOLLIDAY et al., 2010). Os resultados dessa tese ndo contemplam nenhuma associacéo
significativa entre 0 SNP rs746530 e os TA e nem entre esse polimorfismo e trauma
emocional.

Como visto acima, o “Artigo 1” apresentou dados de SNPs de importancia funcional
para 0 eixo HHA, nos genes FKBP5, CRHR1, NR3C1 e SERPINAG, e escassos na literatura.
Nenhum desses polimorfismos genéticos foi associado com os TA ou com trauma emocional.
Nos acreditamos que 0 nosso tamanho amostral ndo foi capaz de detectar possiveis efeitos
desses polimorfismos no desfecho diagndstico. Também, o ideal seria termos quantificado o
cortisol salivar liberado, ap6s uma tarefa de estresse, para inferirmos a funcionalidade do eixo
HHA. Nenhuma analise envolveu o hapl6tipo com os 5 SNPs do gene FKBP5, 0 que poderia
aumentar o poder de deteccdo para uma possivel associacdo com os TA. Entretanto, esse
trabalho adicionou dados inéditos a literatura e pode direcionar futuros estudos, com uma
amostra maior. A revisdo dessa discussdo sugere que ha, ainda, muito a ser explorado em
relacdo as associacdes de genes vinculados ao eixo HHA e os transtornos complexos. Os
diferentes polimorfismos e as diferentes medidas de avaliacdo de TA, e sua sintomatologia,
bem como o uso de medicamentos ou ndo, podem contribuir para os diferentes resultados. Os
dados referentes a atividade (hiper, hipo ou normal) do eixo HHA nos TA, por exemplo, ainda
sdo inconsistentes na literatura (revisdo de JACOBSON, 2014).

O “Artigo 2” apresenta os dados referentes ao SNP rs2070951 (conhecido, também,

como MR-2G/C) do gene NR3C2 (MR), trauma emocional e niveis séricos de BDNF
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(SBDNF). Nos investigamos, em adolescentes com trauma emocional, com e sem TA, a
associacdo dos TA com esse polimorfismo e com sSBDNF, bem como a interacdo entre trauma
emocional e essa variante genética nos niveis SBDNF.

Por décadas, os estudos sobre a resposta ao estresse eram focados nos GR, visto que 0s
MR eram, somente, considerados receptores de alta afinidade aos corticosterdides e,
substancialmente, muito ocupados ja no repouso (com um papel preponderante no processo
cognitivo). Contudo, as recentes descobertas demonstram uma baixa afinidade ao cortisol (nos
humanos) por parte de MR associados a membrana, 0 que sugere uma participacdo importante
dos MR na resposta ao cortisol induzido por estresse (revisdo de VOGEL et al., 2016).

Ha evidéncias de que os efeitos do estresse na vida precoce envolvem a sinalizacéo
mediada por glicocorticoides, para manter a homeostase, e a sinalizacdo via neurotrofinas, que
tem um papel chave no crescimento neuronal, orientacdo axonal e integridade sinaptica. Essas
sinalizagcbes coexistem no SNC, particularmente no hipocampo, com elevados niveis de
expressaio de GR, MR e BDNF e seus receptores. O equilibrio entre os niveis de
glicocorticdides e de BDNF é crucial para o0 mecanismo de regulacdo de resposta ao estresse
(revisdo de DASKALAKIS et al.,, 2015). O BDNF é um fator neurotréfico derivado do
encéfalo, pertencente a superfamilia de fatores de crescimento neural, e principal regulador da
plasticidade sinaptica, possuindo receptores densamente distribuidos no SNC, incluindo o
sistema limbico e mesencéfalo. O BDNF é considerado a neurotrofina mais abundante em
mamiferos e atua como fator neurotréfico nos neurénios dopaminérgicos e colinérgicos; no
controle de crescimento dendritico e resposta sinaptica; na sobrevivéncia e diferenciacdo
celular, aléem de exercer um papel fundamental na potenciacdo de longa duracdo (LTP, do
inglés long-term potentiation) (revisdes de CIRULLI; ALLEVA, 2009; DASKALAKIS et al.,
2015). A exposicdo prolongada aos efeitos do estresse precoce pode diminuir a expressao de

BDNF (Figura 7) e GR no hipocampo, favorecendo a vulnerabilidade para desenvolver
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transtornos associados ao estresse durante a adolescéncia e vida adulta (revisdo de
DASKALAKIS et al.,, 2015). De acordo com estudos em animais, 0s niveis de BDNF
encefalico s@o altamente correlacionados com os niveis SBDNF (ELFVING; PLOUGMANN;
WEGENER, 2010; SARTORIUS et al., 2009). A expressdo de BDNF parece depender de

ambos os receptores GR e MR (HANSSON et al., 2000).

ESTRESSE CRONICO

relacionados a resposta ao
estresse

‘ BDNF no SNC

t Vulnerabilidade a transtornos

Liberacao de glicocorticoide e
(hipercortisolemia) T

’ Adrenal
Hipertrofia da gandula adrenal

Figura 7. Representacdo de um possivel papel do BDNF nos transtornos induzidos pelo estresse. Seguido
de um estimulo estressor crdnico, 0 aumento dos niveis periféricos do fator de crescimento neural (NGF, do
inglés Neurotrophins Nerve Growth Factor) induz a liberagdo de cortisol (em humanos), pela glandula adrenal,
levando & reducdo dos niveis de fator neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF, do inglés Brain-Derived
Neurotrophic Factor) em estruturas limbicas no Sistema Nervoso Central (SNC). Como consequéncia, hd uma

redugdo da plasticidade encefalica e aumento na vulnerabilidade de transtornos relacionados ao estresse,
incluindo os TA. Adaptado da revisdo de CIRULLI; ALLEVA (2009).

Na presente tese, nds ndo encontramos associacao entre 0s TA e o SNP rs2070951 do
gene NR3C2, bem como entre os TA e os niveis SBDNF. Os estudos com genética e
transtornos complexos exigem um tamanho amostral maior do que o apresentado no “Artigo
2”, 0 que conferiria um poder maior na deteccdo de associacbes (HONG; PARK, 2012).
Estudos com camundongos sugerem que a superexpressao de MR ndo confere resiliéncia a
ansiedade, ja que os efeitos prejudiciais do estresse precoce ndo foram observados na
ansiedade e no medo contextual nos animais com expressdo aumentada de MR no encéfalo

(KANATSOU et al., 2016).
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Entretanto, encontramos uma associagdo entre 0 SNP rs2070951 e os niveis SBDNF, o
que é compativel com a ldgica sobre as interacfes entre MR e BDNF. O nimero de alelos C
desse polimorfismo foi significativamente associado com o aumento dos niveis SBDNF. 1sso
quer dizer que homozigotos para esse alelo foram o0s que apresentaram maiores niveis SBDNF
guando comparados aos outros gendtipos. O alelo C é associado a uma atividade
transcricional aumentada dos MR quando comparado ao alelo G (VAN LEEUWEN et al.,
2010, 2011). Estudos em animais reportam que os glicocorticoides reduzem a expressdo de
BDNF em regides encefalicas (HANSSON et al., 2000). Tendo posse dessa informacéo,
podemos inferir ou supor que o alelo C, por aumentar os MR, diminui os glicocorticdides
circulantes e, como consequéncia, aumenta os niveis de BDNF (no caso, BDNF periférico).

Em principio nés poderiamos hipotetizar que o alelo G seria a variante de risco para o
desenvolvimento de transtornos associados ao estresse, visto que estd associado a niveis mais
elevados de cortisol. A literatura sugere que individuos adultos saudaveis, homozigotos para o
alelo G do SNP rs207095, possuem maiores niveis de cortisol pela manha (MUHTZ et al.,
2011). Contudo, a associacao entre SNPs do gene NR3C2 (incluindo o rs2070951) e os niveis
de cortisol, em uma amostra de adolescentes, foi perdida, apds um teste envolvendo estresse
(BOUMA et al., 2011).

Além desses dados, 0 “Artigo 2” mostra que 0s niveis SBDNF foram associados com a
negligéncia fisica, mas ndo com os demais traumas emocionais. Os niveis sBDNF
aumentaram gradativamente, conforme o aumento do escore de negligéncia fisica. Esse
subtipo de trauma engloba questdes sobre as necessidades basicas da crianca, incluindo
nutricdo, abrigo, seguranca e salude (BERNSTEIN et al., 2003). A nossa amostra era
comunitaria e, talvez, a negligéncia fisica tenha sido o trauma mais sensivel para assumir

consequéncias bioldgicas. Neumeister et al. (2013) sugerem que o0s niveis sSBDNF
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aumentados , apds um trauma emocional, podem corresponder a uma resposta compensatoria
(revisdo de NEUMEISTER; CORSI-TRAVALI; GREEN, 2013).

Grassi-Oliveira et al. (2008) encontraram niveis plasmaticos mais baixos de BDNF em
brasileiras adultas com depressdo em comparacdo ao grupo saudavel para transtornos
psiquiatricos. As mulheres com diagnostico de depressdo e com negligéncia fisica
apresentaram niveis mais baixos de BDNF plasmatico em comparacdo aquelas sem trauma
emocional e as controles sem depressdao. Eles sugerem, também, que a gravidade da
negligéncia fisica e o baixo nivel plasmatico de BDNF podem predizer prejuizos na
recordacdo verbal imediata (GRASSI-OLIVEIRA et al., 2008). Apesar de evidéncias de que o
trauma emocional reduz os niveis periféricos de BDNF (ANGELUCCI et al., 2014; KAUER-
SANT’ANNA et al., 2007), outro estudo brasileiro foi de acordo com 0s nossos resultados
(HAUCK et al., 2010). Nesse estudo, os autores reportaram, pela primeira vez, elevados
niveis SBDNF em pacientes (idade de 14 a 65 anos) com trauma emocional recente (menos de
um ano do trauma). Eles compararam os niveis SBDNF em individuos com transtorno de
estresse agudo ou TEPT a controles sem trauma emocional, sugerindo que os niveis SBDNF
sd0 maiores nos pacientes, mas que diminuem conforme o tempo passa (HAUCK et al.,
2010). As analises, presentes no “Artigo 2”, ndo consideraram o tempo decorrido do trauma
emocional, mas, como a nossa amostra era de adolescentes com idade pareada, esse viés foi
eliminado.

O “Artigo 2” sugere, também, uma interacdo G x A nos niveis SBDNF. Os resultados,
do presente trabalho, mostram que o polimorfismo rs2070951 do gene NR3C2 modera a
associacdo entre negligéncia fisica e os niveis sSBDNF, significando que somente 0s
individuos com o genétipo CC aumentaram 0s niveis sBDNF quando os escores de
negligéncia fisica aumentaram. Mesmo nao estudando o mesmo polimorfismo selecionado na

presente tese, os resultados do trabalho de Bogdan et al. (2012) também acrescentam
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evidéncias da contribuicdo dos MR para um possivel mecanismo biolégico envolvido com o
trauma emocional infantil. Os pesquisadores mostraram que, em criancas e adolescentes, 0
polimorfismo Iso/Val (rs5522) do gene NR3C2 moderou a associacdo entre negligéncia
emocional na infancia (NEI) e reatividade da amigdala direita. Os pesquisadores utilizaram
recursos de imagem por ressonancia magnética funcional (IRMf) e um paradigma que
envolve faces ameacadoras para avaliar a reatividade da amigdala. Os resultados
demonstraram que o escore aumentado para NEI, bem como ser carreador do alelo Val, agem
sozinhos na predicdo da maior reatividade da amigdala direita frente a ameaca. J4, para 0s
homozigotos do alelo Iso, a reatividade da amigdala frente & ameaca dependeu do escore de
NEI (elevada NEI aumentou a reatividade da amigdala e vice-versa). Os carreadores do alelo
Val so tiveram a reatividade da amigdala aumentada, em relacdo aos homozigotos do alelo
Iso, quando os escores de NEI eram baixos (BOGDAN; WILLIAMSON; HARIRI, 2012).

O “Artigo 17 e o0 “Artigo 2” abordaram as andlises de associagdo e de interagdo G x A
referentes aos TA e trauma emocional. O “Artigo 3”, no entanto, visa ampliar o
conhecimento, do ponto de vista epigenético, sobre os possiveis mecanismos bioldgicos
subjacentes ao desenvolvimento e trajetoria dos TA.

Os estudos de associacdo genética com os TA sdo inconsistentes, negativos ou ndo sao
claramente replicados (revisdo de SHIMADA-SUGIMOTO; OTOWA,; HETTEMA, 2015).
Ja, os estudos com interacdo G x A, envolvendo o genoma total, sdo mais robustos porque
consideram o ambiente como uma varidvel importante na suscetibilidade ao transtorno
psiquiatrico (revisdo de SHARMA et al., 2016). Considerando que a metilacdo do DNA é um
dos mecanismos epigenéticos principais dos mamiferos e que é sensivel as influéncias
ambientais (revisdo de C.G. WEAVER, 2014), n6s acreditamos que o metiloma do DNA, nos
adolescentes com e sem TA, oferecerd um painel de possiveis rotas bioldgicas envolvidas

com os TA.



113

Os adolescentes estudados, pelo Programa de Transtornos de Ansiedade na Infancia e
na Adolescéncia (Protaia), sdo provenientes de uma coorte minuciosamente caracterizada para
explorar multiplos aspectos envolvidos com os TA (SALUM et al.,, 2011). A amostra
estudada nessa tese é constituida de uma amostra comunitaria e rica em dados sobre a
neuropsicologia, nutricdo, neurocognicdo, genética, marcadores inflamatorios, erosdo
telomérica, neuroimagem funcional, entre outros. A adolescéncia € um periodo importante do
desenvolvimento encefélico que envolve auto-regulacdo aumentada e, concomitantemente,
impulsividade, 0 que aumenta a vulnerabilidade a comportamentos de risco a vida e
desenvolvimento de transtornos psiquiatricos (revisdo de DAVIDSON et al., 2015). Nos
entendemos que a investigacdo epigenética € mais uma ferramenta complementar,
extremamente reveladora, que pode agrupar todos esses dados e correlaciona-los de modo a
ter algum significado neurobioldgico relevante para o entendimento sobre a etiologia e o
curso dos TA.

NOs optamos em explorar o metiloma do DNA, nos adolescentes casos para 0os TA e
nos controles para o diagnostico, tanto do modo transversal quanto do longitudinal, com um
intervalo de 5 anos entre as avaliacdes. E muito importante ressaltar que, em ambos 0s anos
de 2008 e de 2013, os adolescentes foram avaliados em relacdo ao diagnostico psiquiatrico e
forneceram uma amostra de saliva para a extracdo de DNA presentes em células do epitélio
bucal. O DNA extraido da saliva é considerado mais representativo, em estudos envolvendo
epigenoma, em comparacdo a qualquer outro tecido periférico, como o sangue, porque é
originario do mesmo folheto embrionario (ectoderma) do encéfalo e possui menos
heterogeneidade celular (LOWE et al., 2013). No6s tivemos facilidade em coletar o material
bioldgico e obtivemos uma excelente qualidade das amostras de DNA avaliadas nos 3 artigos

dessa tese.
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Como visto no “Artigo 3”, a nossa estratégia de estudo envolveu a divisdo dos
adolescentes em quatro grupos: (1) adolescentes com desenvolvimento tipico, controles; (2)
adolescentes incidentes para os TA; (3) adolescentes com TA persistente, casos e (4)
adolescentes remitentes aos TA. Essa divisdo considerou as avalia¢fes psiquiatricas realizadas
em 2008 e em 2013. Os grupos foram pareados em idade e sexo para que os efeitos dessas
variaveis fossem minimizados (BELL et al., 2012; LIU et al., 2010; MARTINO et al., 2011).
Em principio, os resultados esperados (Figura 8) envolveriam rotas biologicas diferentes
entre casos e controles para os TA ou rotas biologicas coincidentes, mas em direcdes opostas
de metilacdo do DNA (Ex.: hipermetilacdo em casos e hipometilagdo em controles). Também,
foi cogitado que o grupo incidente para os TA apresentaria as mesmas rotas bioldgicas do que
0 grupo remitente para os TA, mas com direcOes opostas de metilacdo. Outra hipdtese
levantada foi a de que a diferenca entre o grupo com desenvolvimento tipico (controle) e o
grupo de individuos com TA persistente (casos) seria semelhante ao contraste transversal
entre casos e controles para os TA. Em relacdo as analises transversais, nds imaginamos que o

contraste “caso x controle”, em 2008, seria semelhante ao do ano de 2013.

Longitudinal
G1 G2 G3 G4
Controle-Controle Controle-Caso Caso-Caso Caso-Controle
B P

Viasbiologicasiguais e com sentidos
opostosou vias novas

Viasbioldgicasiguais e com sentidos
opostosou vias novas

Transversal

T1: Caso x Controle
— Devemseriguaisentre si e iguaisao L1
[2: Caso x Controle

Figura 8. Esquema de hipdteses envolvendo contrastes longitudinais (ano de 2013 menos o ano de 2008) e
transversais (casos menos controles). O contraste L1 envolve os individuos que sempre foram casos para 0s
TA (G3) e individuos que sempre foram controles para os TA (G1). O contraste L2 envolve as diferencas
encontradas nos individuos remitentes para os TA (G4) e os incidentes para 0os TA (G2). A analise transversal no
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ano de 2008 (T1) deve ser igual ao contraste entre individuos casos e controles para os TA no ano de 2013 (T2) e
semelhante ao contraste L1.

Nos trabalhamos com ontologias genéticas (GO, do inglés Gene Ontology) no “Artigo
3”. As ontologias sdo Uteis em estudos com grande volume de dados, como 0s que envolvem
0 genoma total, porque aumentam o poder de deteccdo de diferencas entre os grupos. As
ontologias genéticas possuem 3 dominios principais: (1) Processo bioldgico: envolvido com
eventos moleculares com um comeco e fim definidos, pertinente ao funcionamento integrado
de unidades vitais (células, tecidos, 6rgdos e organismos); (2) Funcdo Molecular: envolvida
com atividades bioquimicas dos produtos dos genes em nivel molecular (EX.: catalise); (3)
Componente Celular: envolvido com as partes das células e seu ambiente extracelular
(ASHBURNER et al., 2000). As analises de enriquecimento de um grupo de genes (GSEA,
do inglés Gene set enrichment analysis) permitem que sejam conhecidos 0s genes que
compartilham funcBes bioldgicas envolvidas com determinada via ou ontologia
(SUBRAMANIAN et al., 2005).

As GSEA mostraram que os individuos pertencentes aos grupos incidentes e
remitentes para os TA apresentaram os termos das ontologias (chamaremos, aqui, de “vias”)
com um padrdo homogéneo e associado ao sistema nervoso (Ex.: geracdo de neurdnios,
desenvolvimento do sistema nervoso, neurogénese e diferenciacdo dos neurdnios). Em geral,
as vias apresentaram, no intervalo de 5 anos, um padrdo de hipometilacdo do DNA. Uma das
vias, envolvida com desenvolvimento neuronal, estava associada com hipermetilacdo do DNA
no grupo incidente e hipometilagdo do DNA no grupo remitente. O que pode ser discutido é
gue os individuos que tiveram o diagnéstico de TA na vida (atual ou ndo) sdo mais suscetiveis
a alteracOes epigenéticas em vias associadas com o sistema nervoso, o que faz sentido com a
plausibilidade bioldgica conhecida até o momento. Infelizmente, essa € uma questdo delicada
de se interpretar, em um primeiro momento, porque exige uma investigagdo sobre os genes

que contribuiram para o enriquecimento de cada via e as regides metiladas. Até a data dessa
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tese, nds nos limitamos a apresentar os dados mais gerais como uma tentativa de gerar
hipdteses.

Além disso, as GSEA, nos individuos dos grupos que nunca mudaram o status em
relagdo aos TA (casos nos 2 momentos - persistentes ou controles nos 2 momentos — grupo
controle), resultaram em vias com um padrdo heterogéneo e, em sua maioria, sem associacdo
com o sistema nervoso central (EX.: regulacdo dos processos metabolicos celulares e
transducdo de sinal). Também, foi observado um predominio do padrdo de hipometilacdo do
DNA. Uma questdo interessante é que nos encontramos uma direcdo oposta de metilacdo de
DNA nas vias relacionadas ao desenvolvimento do sistema nervoso e ao desenvolvimento do
SNC (hipometilacdo em controles e hipermetilacdo em casos). Outra vez, ndo podemos inferir
muito sobre esses dados porque, até a data dessa tese, n6s ndo investigamos 0S genes que
estdo contribuindo para essas vias.

O “Artigo 3” mostrou que, na andlise longitudinal, a maioria das vias biologicas
apresentaram hipometilacdo do DNA. Ainda ndo ha consenso, na literatura, sobre essa
questdo de o DNA hipermetilar ou hipometilar com o passar dos anos. Martino et al. (2013)
evidenciaram mudancas no metiloma do DNA, do nascimento aos 18 meses de idade, em
gémeos monozigoticos e dizigoticos. As ontologias que diferiram com a idade estavam
enriquecidas por genes associados ao desenvolvimento e, cerca de 90% delas, apresentavam
um padrdo de hipermetilacio do DNA (MARTINO et al., 2013). J& Heyn et al. (2012)
observaram uma diminuicdo do DNA associada a idade quando comparados metilomas do
DNA de recém-nascidos e de pessoas centenarias (HEYN et al., 2012).

As andlises transversais com as GSEA, envolvendo as diferencas entre casos e
controles para os TA, tanto no ano de 2008 quanto no de 2013, apresentaram um resultado
instigante. O comeco da adolescéncia apresentou um padrdo de hipometilagdo do DNA,

enquanto que o0s jovens adultos apresentaram um padrdo, predominantemente, de



117

hipermetilacdo do DNA. Esses resultados sugerem que o fator “tempo” possa ser mais
importante que o proprio diagnostico de TA nas alteracdes epigenéticas envolvendo esse
importante periodo desenvolvimental. A literatura ja evidenciou que o tempo influencia nas
variacdes intraindividuais, relacionadas a metilacdo do DNA, ja nos primeiros dias de vida
(MARTINO et al., 2011; WANG et al., 2012) e que essas mudangas ndo seguem um padréao
linear, sendo maiores em criangas em comparacdo aos adultos (ALISCH et al., 2012).

As tabelas 3 e 4 dessa tese apresentam uma série de estudos com metilacdo loci
especifica e TA e/ou trauma emocional. Contudo, vale ressaltar que os estudos com metiloma
do DNA e os TA (ou sintomas de ansiedade) sdo raros. Conforme o nosso conhecimento e até
a data dessa tese, apenas um estudo em humanos (CHEN et al., 2015) e um em animais
(ALISCH et al., 2014) investigou dados sobre ansiedade e metilacdo envolvendo o genoma
total. Chen et al. (2015), como visto na tabela 3 dessa tese, estudaram a interacdo entre a
influéncia da ansiedade materna (estado e traco de ansiedade) e o polimorfismo Val66Met do
gene BDNF no metiloma do DNA de bebés (DNA extraido do sangue de corddao umbilical),
bem como o reflexo dessa interacdo em estruturas encefalicas (usando IRMf). Os
pesquisadores encontraram que 0s recém-nascidos com o gendtipo MetMet apresentaram
maior numero de sitios CpGs associados com o traco e estado de ansiedade materna pré-natal.
Também, nos bebés com gendtipo MetMet, os niveis de metilacdo do DNA mostraram maior
covariancia com o volume da amigdala direita. Os individuos ValVal, por outro lado,
apresentaram maior covariancia entre os niveis de metilacdo do DNA e o volume do
hipocampo esquerdo, quando comparado com os outros genétipos (CHEN et al., 2015).
Alisch et al. (2014) investigaram o0 temperamento ansioso de macacos rhesus jovens e o
metiloma do DNA no nucleo central da amigdala desses animais. Eles sugerem que sitios
CpGs hipermetilados, na amigdala, sdo mais suscetiveis a mudancas em relacdo a ansiedade.

Além disso, os pesquisadores apresentaram alguns genes associados com o temperamento
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ansioso através da comparacdo do metiloma do DNA e do transcriptoma (ALISCH et al.,
2014).

Da mesma forma que consideramos a interacéo entre trauma e/ou eventos estressores e
metilacdo do DNA na suscetibilidade aos TA, a interagdo com algum evento considerado
benéfico aos sintomas de ansiedade, também deve ser explorado do ponto de vista
epigenético. Coleman et al. (2016) realizaram o primeiro estudo com metiloma do DNA e
TCC, em criancas e adolescentes com TA, no intuito de identificar variantes capazes de
predizer mudancas na severidade dos sintomas de ansiedade em resposta a TCC. Os
pesquisadores avaliaram a gravidade dos sintomas ansiosos antes, imediatamente depois e 3 a
12 meses apdés o final da TCC, mas ndo encontraram nenhuma diferenca de metilacéo
associada a TCC. Esse estudo teve limitacdes que incluem o pequeno tamanho amostral e a
auséncia de individuos controles para os TA (COLEMAN et al., 2016).

Shimada-Sugimoto et al. (2015) evidenciaram, em estudo caso e controle para o TP,
uma associacao entre o TP e vias relacionadas ao sistema imune, incluindo o polimorfismo do
gene complexo principal de histocompatibilidade (HLA-A). Esses pesquisadores basearam-se
em resultados prévios obtidos de estudos com associacdo de genoma total para focarem as
suas investigacbes no gene HLA (SHIMADA-SUGIMOTO et al., 2015). Uma recente
metanalise envolvendo 9 amostras de 7 coortes, com 18.000 individuos ndo relacionados, e
estudos de associacdo com genoma total e TA, identificou novas variantes genéticas que
contribuem para a suscetibilidade do transtorno. Esse é o maior estudo que incorpora
comorbidades, comuns entre os TA, capazes de predizer efeitos de SNPs no desfecho
diagnostico para os TA (OTOWA et al., 2016).

Lotan et al. (2014) testaram, sistematicamente, o grau de compartilhamento genético
nos TA, transtorno bipolar, transtorno de espectro autista, transtorno de déficit de atencédo e

hiperatividade, esquizofrenia e depressdo. Eles usaram 180 genes, extraidos de dados
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publicados em estudos de associacdo com genoma total, andlises de enriquecimento e
ontologias. Os pesquisadores encontraram que 22% dos genes sdo compartilhados em dois ou
mais transtornos psiquiatricos. Os principais subgrupos de genes compartilhados, na maioria
dos transtornos, incluiram genes implicados na densidade pds-sinaptica, expressos em tecidos
imunes e co-expressos no encéfalo humano em desenvolvimento. Eles aprofundaram a
pesquisa utilizando camundongos e detectaram dois componentes genéticos distintos
presentes em cada transtorno: (1) componente envolvido com desenvolvimento do SNC,
projecdes neurais e transmissdo sinaptica e (2) componente envolvido com organelas
citoplasmaticas e processos celulares. Somados, esses componentes correspondem a 20-30%
da responsabilidade genética para o transtorno psiquiatrico (LOTAN et al., 2014).

O presente trabalho ndo realizou, até 0 momento, nenhuma analise sobre o metiloma
do DNA e o ambiente familiar dos adolescentes com TA. Contudo, nossas futuras analises
deverdo incluir dados dos pais, disponibilizados ao longo dos anos. Naumova et al. (2016)
descreveram o primeiro estudo investigando o papel moderador do metiloma do DNA e as
mudancas de percepc¢des do filho em relacdo a mae, e vice-versa, no ajustamento psicossocial
(problemas internalizantes, hiperatividade e/ou déficit de atencdo, sintomas emocionais,
ajustamento pessoal) do filho na vida adulta. Os pesquisadores avaliaram, em uma coorte de
jovens adultos, a percepcdo dos filhos em relacdo a suas maes (afeto, conforto, hostilidade,
agressdo, negligéncia, indiferenca e rejeicdo) em um periodo de 15 anos (3 intervalos de 5
anos cada, abrangendo a infancia, adolescéncia e comeco da vida adulta) e a percepcao das
mdes sobre o seu proprio estresse. As mudancas de percep¢do de rejeicao parental ao longo do
tempo foram relacionadas com hipermetilagdo do DNA de genes, em geral, envolvidos com
sinalizacdo celular (NAUMOVA et al., 2016). Ao contrario do nosso estudo longitudinal, o
trabalho de Naumova et al. (2016) usou 0 DNA coletado, somente, na vida adulta, o que ndo é

aconselhavel.
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Por fim, essa tese confirma a complexidade dos mecanismos bioldgicos e
comportamentais envolvidos com o desenvolvimento dos TA. A literatura ja admite que
existam padrées neurofisiologicos distintos, que dependem do perfil sintomatico do individuo
com ansiedade, e muitas vezes envolvem areas de processamento de informacdo disfuncionais
(GEREZ et al., 2016). No6s adicionamos novos dados a literatura que devem ser considerados

em analises mais aprofundadas no futuro.
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8. CONCLUSOES

O presente estudo reportou a auséncia de associacao entre 0s genotipos avaliados, em
adolescentes, no eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA) e os Transtornos de Ansiedade.
Contudo, quando consideradas as interacdes ambientais, foi encontrada uma interacao entre a
negligéncia fisica e o polimorfismo do gene NR3C2 (receptor de mineralocorticoide,
rs2070951) nos niveis séricos de BDNF. A interacdo deveu-se ao fato de que a exposi¢cdo a
alta e a intermediaria negligéncia fisica, na infancia, foi associada ao aumento dos niveis
séricos de BDNF, somente, em sujeitos com o gen6tipo CC para o polimorfismo MR-2G/C do
gene NR3C2, mas ndo em individuos com outros gendtipos.

Em relacdo ao metiloma do DNA, utilizando uma abordagem longitudinal e
transversal, acrescentamos informacdes relevantes a literatura cientifica, considerando que
aspectos epigenéticos podem estar envolvidos em diferentes vias biologicas nos transtornos
de ansiedade. Nossos achados sdo originais e geradores de hipoteses.

Por fim, essa tese procurou rastrear, no &mbito molecular, pistas sobre 0s mecanismos
envolvidos com os transtornos de ansiedade em adolescentes. Dentro das possibilidades de
trabalhar com genética e psiquiatria, utilizou-se dos delineamentos e métodos disponiveis,
através de uma abordagem caso-controle, estudo de interacbes Gene X Ambiente e
epigenética. Para tanto, foram selecionados genes candidatos com base na sua influéncia na
resposta ao estresse; 0 trauma emocional como um fator ambiental relevante no
desenvolvimento dos transtornos mentais e a metilacio do DNA como um mecanismo
epigenético modulado por interferéncias ambientais. Os achados, desse estudo, sugerem
importante influéncia genética e ambiental no desenvolvimento e trajetoria deste transtorno

complexo.
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9. PERSPECTIVAS

As perspectivas em relacdo aos dados gerados pelo metiloma do DNA, em nossa
amostra de adolescentes, sdo amplas. Para aprofundarmos nossas discussfes, nds iremos
investigar, em um futuro breve, quais genes que contribuiram para o enriquecimento de cada
via (ontologia); o local de metilacdo em relacdo a ilha CpG (dentro ou fora da ilha); o local da
metilagdo em relacdo ao gene (corpo do gene, éxon, 3’UTR, 5°UTR, regido intergénica); ¢ a
metilacdo em regides regulatdrias (promotor, enhancer). Nés iremos validar o experimento,
por pirosequenciamento, com base no ranqueamento do valor beta gerado no metiloma do
DNA, para que possamos trabalhar com genes ou sitios CpGs especificos de nosso interesse.

NOs possuimos um banco de dados muito rico e extenso que, baseado em hipoteses
derivadas do que j& se encontra descrito na literatura, devera ser explorado em busca de
associacOes, correlacbes e interacbes entre as diversas varidveis, tanto comportamentais,

neurocognitivas quanto bioldgicas.
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Etapas, simplificadas, do experimento de
metilagdo com o Infinium Human Methylation450
BeadChip, da Illumina. Apés o DNA ter sido
convertido com bissulfito de sédio, ele é capaz de ser
hibridizado com as sondas contidas nos chips de
metilagdo da lllumina, para que as regides metiladas e
ndo metiladas sejam detectadas. Cada chip (“lamina”)
comporta 12 amostras. O Infinium Human
Methylation450 BeadChip utiliza a combinacdo de
dois ensaios (G). O Infinium | emprega dois tipos de
beads por lécus CpG: um para o estado metilado e
outro para o estado ndo metilado. O Infinium Il usa,
somente, um tipo de bead, com o estado metilado
determinado na etapa Unica de extensdo alelo-
especifica de uma Unica base, que fornecera os niveis
de especificidade e incorporara uma fluorescéncia
para a deteccdo da metilagdo. Todas as fotos sdo do
experimento exposto nessa tese.
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PRODUCAO CIENTIFICA DURANTE O PERIODO DO DOUTORADO

Artigos publicados:

o Mineralocorticoid receptor genotype moderates the association between physical

neglect and serum BDNF

Autores: Andressa Bortoluzzi; Giovanni Abrahdo Salum; Carolina Blaya; Patricia Pelufo
Silveira; Rodrigo Grassi-Oliveira; Eduarda Dias da Rosa; Bianca Wollenhaupt de Aguiar;
Laura Stertz; Vera Lucia Bosa; llaine Schuch; Marcelo Goldani; Flavio Kapczinski; Sandra
Leistner-Segal e Gisele Gus Manfro

Revista: Journal of Psychiatric Research, v. 59, p. 8-13

Ano de publicacdo: 2014

o What the HPA axis-linked genes tell us about Anxiety Disorders in adolescents?
Autores: Andressa Bortoluzzi; Carolina Blaya; Eduarda Dias da Rosa; Mariana Paim;
Virginia Rosa; Sandra Leistner-Segal e Gisele Gus Manfro

Revista: Trends in Psychiatry and Psychotherapy, v. 37(4), p. 232-237

Ano de publicacdo: 2015

o Impulsivity-based thrifty eating phenotype and the protective role of n-3 PUFAs

intake in adolescents.

Autores: Roberta Sena Reis, Roberta Dalle Molle, Tania Diniz Machado, Amanda Brondani
Mucellini, Danitsa Marcos Rodrigues, Andressa Bortoluzzi, Solange Mara Bigonha, Rudineia
Toazza, Giovanni Abrahdo Salum, Luciano Minuzzi, Augusto Buchweitz, Alexandre Franco,

Maria do Carmo Gouveia Pellzio, Gisele Gus Manfro e Patricia Pelufo Silveira
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Revista: Translational Psychiatry

Ano de publicacdo: 2016

Artigos submetidos:

o Increased levels of il-6 in panic disorder: evidence for a dose-response
relationship

Autores: Cristiano Tschiedel Belem da Silva, Marianna Costa, Andressa Bortoluzzi, Bianca
Pfaffenseller, Flavia Vedana, Flavio Kapczinski e Gisele Gus Manfro

Revista: Psychosomatic Medicine

Ano de submissao: 2015

o Interaction between stress responsiveness and insulin sensitivity on eating
behavior in adolescents

Autores: Natasha Kim Fonseca; Tania Machado; Roberta Dalle Molle; Roberta S. Reis;
Amanda Brondani Mucelini; Danitsa M.Rodrigues; Rudineia Toazza; Andressa Bortoluzzi;
Gisele Gus Manfro e Patricia Pelufo Silveira

Reuvista: Stress and Health

Ano de submissio: 2016

o Intrauterine growth programming of adolescent feeding behavior and related

brain mechanisms

Autores: Roberta Dalle Molle; Luciano Minuzzi; Tania Diniz Machado; Roberta Sena Reis;
Danitsa Marcos Rodrigues; Amanda Brondani Mucellini; Alexandre Rosa Franco; Augusto
Buchweitz; Andressa Bortoluzzi; Gisele Gus Manfro e Patricia Pelufo Silveira

Revista: Nature Neuroscience

Ano de submissdo: 2015
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ANEXO 3

CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DO HOSPITAL

DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE

HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAD

COMISSAD CIENTIFICA

A Comizedn Cientifice do Hospital de Clinizas da Porta Alegre anallsal o prajeta:

Projeto: 120254
Cata dz Versda da Projato:

Pesquisadaras:

GIBELE GLIS MANFRD

FATRIGLA FELUFS SILVYEIRA
QIDYANKI ARRAHAD SALLK JLNIOR
AOBCEATA DALIC WOLEE

AAFAE A BEHS JARRGE

YEAA LLICIA BOSA

ANDAESSA BORTOLZA

Dicsan ARALID CE SOUE

MATAN PEREIRS GIS HANN

Thulee  Restrigae do oreacimentn intra-uering @ trajetéria desapvolvimental de adolascentes e
adulios som 8 sem transtarne de ansiedade: destechos em sadde manlsl, nutrfcioneal,
eplganétione, blomearcadoras e da neyrolmag am fundonal

Este projeto fol AFROVADD em BeUs aspectos eficos, metododglcos, loglsticos e financelros para
2ar red|l2adn no Hospllal da Clinicas do Porte Alsgre. .

EslB aprvagEn egte. heseede noa parecarss doe respactives Somitde de Etice e do Sarigo de Gealdo
em Peaqulsa,

- Ug poaequizadores vinoukados 8a projete ndo particlsaram da qualquer sBpe de processe da avalicao
de saUE projetns.

= { pasquisader deverd apresentar relatteios semestrals de acompanhamento £ relaidno final ao Gripo
de Pesqulsd a Pds-Graduacda (SPPE)

ds novembro de 2013,
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ANEXO 4

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PACIENTES DO

PROJETO ORIGINAL (12.0254)

g@,uosmrnt DE

"')) CLINICAS

PORTO ALEGRE RS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO .
(OBRIGATORIO PARA PESQUISAS CIENTIFICAS EM SERES HUMANOS - RESOLUGCAO N2 196 - CNS)

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L N OME ettt ettt ettt ettt ettt ettt et et et et et e e et et et et et et et et et et et e e iea Setetet ettt et et et et e et et et e et et et et e te et e ra et etean s
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ....ovviiiiiiie e Sexo: MO F O
DATA NASCIMENTO.: ........ - ..
ENDEREGCO: ...ttt NO: e, APTO: .o
BAIRRO: ettt CIDADE: ...t
CEPeee e, TELEFONE:(............ ) e e

2. RESPONSAVEL LEGAL: ...eeeeeteeeeeeeeeee e et et ettt et et eeeaee et e e et eseeeseeseeeet et et et et et et see e et eeeeaeenenaen eneaes
NATUREZA (grau de parentesco, tUtOr, CUFAAOr E1C.): ...cviiieieeiieiieiieiti et ste et re e e sreesaenaeens
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....cccoovoiieeeeeeeee e SEXo: MmO r0O
DATA NASCIMENTO: ...... [ooiiid......
ENDEREGO: ....ciitiiiieiieesiete ettt ettt ettt enenen NO: e, APTO: ..ccoee.
BAIRRO: ...ttt sttt st CIDADE: ...t e
CEP: .o, TELEFONE: (............ ) et aens

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

“Restri¢ao do crescimento intra-uterino e trajetdria desenvolvimental de adolescentes e adultos com e sem transtorno
de ansiedade: desfechos em satide mental, nutricional, epigenéticos, biomarcadores e de neuroimagem funcional”

2. Pesquisadores responsaveis: Gisele Gus Manfro e Patricia Pelufo Silveira

CARGO/FUNCAO: Professora da Faculdade de Medicina/ Professora da Faculdade de Medicina

UNIDADE: Departamento de Psiquiatria e Medicina Legal da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, coordenadora do
PROTAIA/Departamento de Pediatria e Puericultura

Pesquisadores executantes: Andressa Bortoluzzi, Diogo Souza, Giovanni Abrahdo Salum Junior, Rafaela Behs Jarros,
Roberta Dalle Molle, Rudineia Toazza e Natan Pereira Gosmann

3. Avaliagdo do risco da pesquisa: () risco minimo (x) risco baixo () risco médio () risco maior
4. Duragéo da pesquisa: A duracao total deste projeto é prevista em 1,5 anos.
5. Justificativa e objetivos
Os transtornos de ansiedade sdo transtornos com inicio na infancia, com curso cronico e grave e podem estar

associados aos habitos alimentares. Considerando a alta prevaléncia de restricdo de crescimento intra-uterino na nossa
populacdo (10-15%) e a maior susceptibilidade a doengas tanto metabdlicas quanto psiquiatricas nestes individuos, ha
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necessidade de maior entendimento dos mecanismos bioldgicos envolvidos nas alterages de comportamento alimentar e
desenvolvimento/curso de alguns transtornos psiquiatricos e também na relagdo entre ambos, a fim de propiciar tanto um
manejo mais eficiente dessas patologias, quanto potenciais propostas de prevencao através de intervengGes precoces. O
objetivo desse trabalho é investigar se a restricdo do crescimento intra-uterino estd associada a desvios na trajetoria
desenvolvimental de adolescentes e adultos com ou sem transtorno de ansiedade investigando associa¢des com: (1) curso dos
transtornos de ansiedade; (2) curso do comportamento alimentar e dos indicadores de composi¢do corporal; (3) modificacdes
no padrdo de metilacdo do DNA e (4) desfechos em neuroimagem funcional.

6. Procedimentos

Procedimentos para selecéo de sujeitos que véo entrar na pesquisa:

Se vocé der sua autorizagdo para participar da pesquisa juntamente com seu filho vocés serdo convidados a
participar de:

(1) Avaliagdo diagndstica psiquiatrica: com duragdo de 1h30min, vocés irdo preencher alguns questionarios sobre
0s proprios sentimentos e comportamentos no dia-a-dia e a forma como sua familia se relaciona. E possivel que vocés se
sintam cansados constrangidos por ter que responder coisas sobre aspectos emocionais.

(2) Avaliacdo Neuropsicoldgica: vocé realizara algumas atividades como contar nimeros e completar figuras, ou
seja, atividades escolares comuns.

(3) Avaliagdo Nutricional: sera feita uma avaliagdo antropométrica e avaliagdo do comportamento alimentar ou
seja, serdo feitos questionamentos sobre seus habitos alimentares, vocé sera pesado, medido e avaliado quanto a sua
composicéo corporal.

(4) Extracdo de DNA: ser4 feita uma coleta de saliva para que possamos avaliar marcadores bioldgicos ou seja,
marcadores no seu organismo que possam ter alguma associagcdo com os transtornos de ansiedade.

(5) Awvaliacdo com neuroimagem funcional: vocé fard um exame em uma maquina de ressonancia magnética
funcional onde vocé ficara por aproximadamente 40 minutos e realizara algumas tarefas simples dentro dela

7. Riscos e inconveniéncias

As tarefas a serem realizadas para a conclusdo deste projeto possuem alguns riscos e inconveniéncias para o participante.

Lembramos que os participantes podem ficar cansados com o preenchimento dos diversos questionarios, ja que sdo
diversos questionarios. Também podem se sentir ansiosos ou constrangidos por responderem perguntas sobre 0s proprios
sentimentos e comportamentos no dia-a-dia, pois os conteildos envolvem emogdes, habitos alimentares e de atividade fisica
que podem ser desagradaveis. Tentaremos minimizar estes possiveis efeitos utilizando avaliadores treinados e instrumentos
curtos. As testagens ndo oferecem nenhum risco para vocé ou seu filho. O exame de neuroimagem funcional é um exame que
ndo oferece riscos, porém é um pouco barulhento, pode ser que vocé se incomode com os ruidos e se sinta desconfortavel em
ficar deitado no tempo do exame. Vocé tera que se deslocar de sua casa por duas ou trés vezes para que as coletas e 0 exame
possam ser feitos.

8. Potenciais beneficios

e Auvaliacdo clinica e neuropsicolégica estruturada dos participantes incluidos;

e  Maior conhecimento acerca dos transtornos de ansiedade na infancia e adolescéncia;

e  Maior conhecimento acerca do seu consumo alimentar bem como sua composigao corporal;
e Maior conhecimento de como seu cérebro funciona durante a realizacdo de algumas tarefas.

Gostariamos ainda de deixa-lo ciente dos seguintes direito que vocé tera:

a) Garantia do uso dos dados colhidos apenas para a finalidade especificada nesse estudo: Os dados obtidos
somente serdo usados para o fim previsto neste projeto de pesquisa e qualquer outro uso tera que se solicitar o seu
consentimento.

b) Sigilo e privacidade: As informagbes produzidas nesta tarefa serdo mantidas em lugar seguro, codificadas e a
identificacdo s6 podera ser realizada pelo pessoal envolvido diretamente com o projeto. Caso o material venha a ser
utilizado para publicacéo cientifica ou atividades didaticas, néo serdo utilizados nomes que possam vir a identifica-
lo.

c) Direito a informacdo: Em qualquer momento do estudo vocé podera obter mais informagdes com a Prof. Dra.
Gisele Gus Manfro e/ou Prof. Dra. Patricia Pelufo pelo telefone (0XX51) 3358-8983 ou (0XX51) 3359-8019,
que estardo aptas a solucionar suas duvidas. Vocé podera solicitar informagdes de qualquer conhecimento
significativo descoberto durante este projeto.

d) Direito de informag&o sobre aspectos éticos da pesquisa: Se vocé tiver alguma consideragdo ou divida sobre a
ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — localizado no Hospital de Clinicas,
no 2° andar, sala 2227, com horério de atendimento das 8h as 17h, Fone/Fax: 51 3359-7640

e) Despesas e compensacdes: Ndo ha despesas pessoais, ou seja, ndo sera cobrado nada do participante em qualquer
fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacdo financeira ou qualquer tipo de
pagamento relacionado a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera custeada pelo orgamento
da pesquisa. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste
estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as
indenizacBes legalmente estabelecidas.
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f) Direito a assisténcia em caso de intercorréncias e durante o estudo: durante todo o estudo e ap6s o seu término
vocé podera comunicar e pedir assisténcia por danos relacionados ao estudo, ficando a sua disposicdo os
pesquisadores executantes para qualquer eventualidade. Podendo entrar em contato pelo telefone (0XX51) 3358-
8983.

g) Direito a ndo participar ou interromper sua participacdo no estudo: Vocé tem liberdade para se recusar a
participar ou retirar seu consentimento, em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado.

h) Garantia de assisténcia e de continuidade do tratamento: Vocé sera devidamente acompanhado e assistido
durante todo o periodo de sua participacdo no projeto, bem como serd encaminhado para a rede de assisténcia a
saude na ocasido de necessidade de cuidados adicionais.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo: “Restri¢cao do crescimento intra-uterino e trajetoria desenvolvimental de adolescentes e adultos
com e sem transtorno de ansiedade: desfechos em satde mental, nutricional, epigenéticos, biomarcadores e de

neuroimagem funcional”

Eu discuti com a Prof. Dra. Gisele Gus Manfro e/ou Prof. Dra. Patricia Pelufo Silveira sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo 0s propdésitos do estudo, 0s procedimentos a serem realizados,
seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que a
minha participacdo é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente na minha participacdo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o
mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste
Servico.

Assinatura do paciente (crianca — caso mesmo possa fazé-la) Data /1

Data [/

Assinatura do representante legal

] Data [
Assinatura da testemunha

Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante

legal para a participacéo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data [



