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RESUMO

A suscetibilidade diferencial genética sugere que individuos podem reagir de
forma diversa aos ambientes, exibindo desde respostas ndo adaptativas quando expostos
a adversidade, até um padrdo fenotipico adaptativo quando em ambiente considerado
benéfico. O sistema dopaminérgico tem sido associado a modulagdo da plasticidade de
respostas frente a variacdo na qualidade ambiental. Os acidos graxos poli-insaturados
omega 3 (n-3 PUFAs) modulam a neurotransmissdo dopaminérgica, alterando a
sensibilidade para recompensas no estriado, e o controle inibitorio e a impulsividade no
cortex pré-frontal, efeitos significativos em individuos expostos a adversidades precoces.
As variantes genéticas humanas que participam da biossintese e metabolismo dos n-3
PUFAs estdo fortemente associadas a desfechos cardiometabolicos e neuropsiquiatricos.
PLIN4 é uma proteina da familia PAT que atua no armazenamento de goticulas de
lipidios. Uma de suas isoformas, codificada pelo polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP) rs8887, interage com os n-3 PUFAs, conferindo protegdo sobre a obesidade para
os carreadores do alelo A desta variante. O gene FADS1 também parece estar
particularmente implicado em efeitos sobre o0s sistemas cardiovascular e
neuropsiquiatrico, sendo algumas de suas variantes associadas ao transtorno de déficit de
atencdo e hiperatividade (TDAH) apenas em criangas expostas a insultos precoces. Neste
trabalho, exploramos interagdes gene-ambiente atraves:1- de uma revisdo teorica da
associacdo entre 0 consumo de n-3 PUFAS e exposicao ao estresse precoce e seus efeitos
sobre o neurodesenvolvimento, contido no capitulo 1; 2 - da andlise da interacdo entre
uma variante do gene PLIN4 e a qualidade do ambiente fetal, representado pelo peso ao
nascer, sobre o controle inibitério, em uma amostra de criancas (capitulo 2); 3 - da
elaboracdo de escores de expressdo poligénica da rede do gene FADS1 e medidas de
variagdo da qualidade do ambiente perinatal sobre fenétipos ligados ao controle de
impulsos em duas coortes de criangas (capitulo 3).
Objetivo geral: Avaliar a interacdo entre fatores ambientais perinatais e genes
envolvidos com a capacidade biossintética e com resposta celular e tecidual aos PUFAS
sobre desfechos em salde mental na infancia. Métodos: Capitulo 1 —Realizamos uma
revisdo ndo sistematica da literatura envolvendo o consumo de n-3 PUFAS, exposi¢do ao
estresse precoce e seus efeitos sobre o neurodesenvolvimento. Capitulo 2 - Analisamos
0 genotipo e as respostas ao Stop-Signal Reaction Time (SSRT), que quantifica o controle
inibitério, de 254 criangas de cinco anos de idade provenientes da coorte canadense
intitulada Maternal Adversity, Vulnerability and Neurodevelopment (MAVAN).
Capitulo 3- Neste trabalho, utilizamos dados de duas coortes prospectivas de
nascimentos. A partir da coorte principal MAVAN, analisamos dados de genotipagem e
resultados do Child behavior check list (CBCL) e do Information Sampling Task (IST)
de uma amostra de 135 criancas de 5 anos de idade. A coorte de comparacao foi
proveniente do projeto The Avon Longitudinal Study of Parents and Children (ALSPAC),
de onde extraimos a genotipagem e dados do Strengths and Difficulties Questionnaire
(SDQ) de um total de 4223 criangas de 9 anos. Criamos um indice cumulativo de eventos
poOs-natais que incluiu muitos preditores estabelecidos de saude e desenvolvimento
infantil, incluindo risco para psicopatologia tardia. A exposicdo a adversidade e suporte
pos-natal foram computados nas duas coortes comunitarias de nascimento, usando
informacBes sobre salde durante a gravidez, peso ao nascer, idade gestacional, renda,
violéncia doméstica / abuso sexual, tensdo conjugal, além de tabagismo, ansiedade e
depressdo maternas. Construimos também um escore genético baseado em genes co-
expressos ao FADS1 no cortex pré-frontal com énfase em SNPs funcionalmente
relevantes durante um determinado periodo etario. Resultados: Capitulo 2- Nao houve
diferencas significativas entre os individuos carreadores do alelo A comparados aos néo



carreadores quanto aos principais confundidores (peso ao nascer, idade gestacional,
duragdo da amamentacéo, sexo, escolaridade e renda maternas, tabagismo na gestacéo e
ingestdo de n-3 PUFAs na infancia). Houve uma interacao significativa entre peso ao
nascer e 0 SNP rs8887 do gene PLIN4 na tarefa SSRT (p = 0,014), em que baixo peso ao
nascer associou-se com menor controle inibitério apenas nos individuos nao carreadores
do alelo A deste SNP (B = - 586,81, beta = -1,452, t = 2,019, p = 0,045). Capitulo 3-
Apdbs controlar para comparagdes multiplas, encontramos interacdes entre o escore
genético e adversidade pds-natal para o dominio que avaliava TDAH no CBCL e
impulsividade reflexiva no IST da coorte MAVAN e para 0 dominio hiperatividade no
SDQ da coorte ALSPAC. Conclusdo: Nossos achados demonstraram que tanto
influéncias ambientais quanto genéticas participam na neuroplasticidade, através de
efeitos interativos entre adversidades precoces e variantes ou redes génicas relacionadas
aos n-3 PUFAs atuando sobre a funcdo executiva. Especificamente pudemos demonstrar
que uma variante do gene PLIN4 interage com 0 peso ao nascer predizendo variagoes
no controle inibitdrio em criangas. Além disso, utilizando preditores mais robustos em
duas populacBes diferentes, encontramos interaces gene-ambiente semelhantes, onde
escores que combinaram exposi¢cdes adversas pds-natais interagiram com o contexto
genético, predizendo risco para psicopatologia relacionada ao TDAH. A partir destes
resultados, sugere-se a implementacdo de medidas preventivas e psicoeducacionais
focadas na qualidade do ambiente e do vinculo, através do estimulo do consumo de
alimentos ricos em n-3 PUFASs e do favorecimento de programas de promocao da salde
da crianca e da familia.

Palavras-chave: n-3 PUFAs, restricdo de crescimento intrauterino, controle inibitdrio,
impulsividade, escore genético poligénico baseado em expressao, escore ambiental



ABSTRACT

Genetic differential susceptibility suggests that individuals can react differently to
environments, ranging from non-adaptive responses when exposed to adversity to an
adaptive phenotypic pattern when raised in a considered positive environment. The
dopaminergic system has been associated with this plasticity in response to environmental
quality. Omega 3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFAs) modulate dopaminergic
neurotransmission, altering the sensitivity for rewards in the striatal region and
impulsivity and inhibitory control in the prefrontal cortex (PFC), particularly in
individuals exposed to early life adversity. Interestingly, human genetic variants that
participate in n-3 PUFA biosynthesis and metabolism are strongly associated with
cardiometabolic and neuropsychiatric outcomes. PLIN4 is a protein belonging to the PAT
family that acts in the storage of lipid droplets. One of the isoforms of human protein
PLIN4, encoded by the rs8887 single nucleotide polymorphism (SNP), interacts with n-
3 PUFAs conferring a protective effect on obesity. This interaction is dependent on the
presence of the A allele of the rs8887 SNP of the PLIN4 gene. The FADS1 gene also
appears to be implicated in effects on the cardiovascular and neuropsychiatric system,
with some of its variants associated with the attention deficit hyperactivity disorder
(ADHD) only for individuals exposed to perinatal insults. Here, we explore gene-
environment interactions through: Chapter 1- a review of the association between n-3
PUFA consumption, stress exposure and its effects on neurodevelopment; Chapter 2 -
the analysis of the interaction between a PLIN4 gene variant and the quality of the early
environment on inhibitory control in a children sample; Chapter 3- the elaboration of
polygenic co-expression score of the FADS1 gene network and measures of variation in
the quality of the perinatal environment on impulse control-related phenotypes in two
samples. General Objective: To evaluate the interaction between perinatal
environmental factors and genes involved with biosynthetic capacity and with cellular
and tissue response to PUFAs on childhood mental health outcomes. Methods: Chapter
1 — We performed a non-systematic literature review involving the consumption of n-3
PUFAS, exposure to early stress and its effects on neurodevelopment. Chapter 2 - We
analyzed the genotype and responses to the Stop-Signal Reaction Time (SSRT) task,
which quantifies the inhibitory control, of 254 five-year-old children from the Canadian
cohort entitled Maternal Adversity, Vulnerability and Neurodevelopment (MAVAN).
Chapter 3- In this work, we used data from two prospective birth cohorts. From the main
MAVAN cohort, we analyzed genotyping data and results from the Child behavior check
list (CBCL) and the Information Sampling Task (IST) from a sample of 135 five-year-old
children. The comparison cohort came from the Avon Longitudinal Study of Parents and
Children project (ALSPAC), from which we extracted the genotyping and data from the
Strengths and Difficulties Questionnaire (SDQ) of a total of 4223 nine-year-old children.
We created a cumulative index of postnatal events that included many established
individual predictors of child health and development, including the risk of later
psychopathology. Exposure to adversity and postnatal support were computed in the two
community birth cohorts, using information on health during pregnancy, birth weight,
gestational age, income, domestic violence / sexual abuse, marital tension, in addition to
smoking, anxiety and maternal depression. We also constructed a genetic score based on
co-expressed to FADS1 genes in the prefrontal cortex with an emphasis on functionally
relevant SNPs during a given age period. Results: Chapter 2- There were no significant
differences between carriers compared to non-carriers of the allele A in the main
confounders (birth weight, gestational age, breastfeeding duration, sex, education and



maternal income, smoking during pregnancy and n -3 PUFAs in childhood). There was a
significant interaction between birth weight and SNP rs8887 of the PLIN4 gene in the
SSRTs task (p = 0.014), in which low birth weight was associated with less inhibitory
control only in non-A allele-carriers individuals of this SNP (B = - 586.81, beta = -1.452,
t=2.019, p = 0.045), which have lower tissue sensitivity to n-3 PUFAs. Chapter 3- After
controlling for multiple comparisons, we found interactions between genetic score and
postnatal adversity for the domain that evaluated ADHD in the CBCL and reflexive
impulsivity in the IST of the MAVAN cohort and for the hyperactivity domain in the
SDQ of the ALSPAC cohort. Conclusion: Our findings demonstrated that both
environmental and genetic influences participate in neuroplasticity, through interactive
effects between early adversities and gene networks related to n-3 PUFASs acting on the
executive function. Specifically, we were able to demonstrate that a variant of the PLIN4
gene interacts with birth weight, predicting variations in inhibitory control in children. In
addition, using more robust predictors in two different populations, we found similar
gene-environment interactions, where scores that combined adverse postnatal exposures
interacted with the genetic context, predicting risk for ADHD-related psychopathology.
Based on these results, we suggest preventive and psychoeducational measures focused
on the quality of the environment and the bond, encouraging the consumption of foods
rich in n-3 PUFAs and favoring programs to promote the health of the child and the
family.

Keywords: n-3 PUFAs, intrauterine growth restriction, inhibitory control, impulsivity,
expression based-polygenic genetic score, environmental score
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ACC: Coértex cingulado anterior

ADHD: Attention deficit hyperactivity disorder

ALA: Acido a-linolénico

ALSPAC: The Avon Longitudinal Study of Parents and Children
APOE: Apolipoproteina E

ARA: Acido araquidonico

ARC: Nucleo arqueado

BDI: Inventario de Depressdo de Beck

BHE: Barreira hemato- encefélica

BWR: Birth weight ratio

CANTAB: Cambridge Neuropsychological Test Automated Battery
CBCL: Child behavior check list

CCA: Cortex cingulado anterior

COF: Cortex orbito-frontal

CPF: Cortex pré-frontal

CPFvl: Cortex pré-frontal ventro-lateral

CPFvm: Cortex pré-frontal ventro-medial

DCNT: Doencas crbnicas ndo transmissiveis

DHA: Acido docosaexaenoico

DNA: Acido desoxirribonucléico

DOHabD: Origens Desenvolvimentais da Sadde e da Doenga (do inglés, developmental
origins of health and disease)

ePRS: escore genético poligénico baseado em expressédo (do inglés, expression based-
polygenic genetic score)

EFA: Acido graxo essencial (do inglés, essential fatty acids)

EP: Erro padrao da média

EPA: Acido eicosapentaenoico

FA: Acido graxo (do inglés, Fatty acids)

EPDS: Edinburgh Postnatal Depression Scale

FAD: Family Assessment Device

FADS 1-2: Gene da dessaturase do acido graxo (do inglés, Fatty acid desaturase gene
1-2)
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FAO: Food and Agriculture Organization

FE: Fungdo executiva

G X A: Interacdes entre gene e ambiente

GO: Ontologia genética (do inglés Gene Ontology)

GPCR: Receptor acoplado a proteina G

GWAS: Estudo de associacdo de varredura gendmica ampla (do inglés, genome-wide
associations study)

HHA: Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal

IFN -y: Interferon gama

IL -1: Interleucina 1

IL-1AR: Antagonista do receptor de interleucina 1

IL-1pB: Interleucina beta

IL: Interleucina

IST: Information Sampling Task

Kb: Quilobase

LA: Acido linoleico

LC-PUFA: Acido graxo poli-insaturado de cadeia longa (do inglés, Long chain
Polyunsaturated fatty acid)

MAVAN: Maternal Adversity, Vulnerability and Neurodevelopment

MSDD: Moléculas de sinalizacao derivadas da dieta

NAc: Nucleo accumbens

NFkB1: Fator de transcri¢do nuclear do gene acelerador kappa polipeptidico de células
1-B (do inglés nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1)
Nur77: Fator de crescimento neural 1B

Nurrl: Proteina 1 relacionada ao receptor nuclear

PRS: Escore de risco poligénico (do inglés, poligenic risk score)

PSRP: Preschool Separation — Reunion Procedure

PUFA: Acido graxo poli-insaturado (do inglés, Polyunsaturated fatty acid)
RCIU: Restri¢do de crescimento intrauterino

RNA: Acido ribonucleico

RTCA: Resposta transcricional conservada a adversidade

SDQ: Strengths and Difficulties Questionnaire

SNC: Sistema nervoso central

SNP: Polimorfismo de nucleotideo tnico (do inglés single nucleotide polymorphism)
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SNS: Sistema nervoso simpatico

SSRT: Stop-signal reaction time

STAI: State-Trait Anxiety Inventory

TDAH: Transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade

TGs: Triglicérides

TNF: Fator de necrose tumoral (do inglés, tumor necrosis fator)
TPH2: Triptofano hidroxilase 2

VLDL.: Proteina de muito baixa densidade (do inglés, very low density lipid)
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1 INTRODUCAO

Evidéncias crescentes sugerem que Varios transtornos mentais, embora mostrem
uma predisposicao genética subjacente (1), sdo provavelmente a resultante de interacfes
entre suscetibilidade genética e fatores ambientais (2), dos quais uma nutri¢do inadequada
pode ser um dos componentes (3, 4). Entre os nutrientes que tém demonstrado
consistentemente relacio com a saude mental e com diferentes distarbios
neuropsiquiatricos, estdo os acidos graxos poli-insaturados 6mega 3 (n-3 PUFAS) (5).
Conceitualmente, disturbios complexos refletem interages heterogéneas entre maltiplas
influéncias genéticas e ambientais. Polimorfismos do complexo dos genes FADS,
funcionalmente associados a diferengas no metabolismo lipidico, predizem desfechos
comportamentais em criangas (6), podendo apresentar efeitos interativos com o ambiente.
Também a qualidade do desenvolvimento fetal informa sobre o risco para doengas
croénicas ndo transmissiveis (DCNT), evidenciado através dos efeitos da restricdo de
crescimento intrauterino (RCIU) ao longo da vida (7-11). Assim, tanto variantes genéticas
quanto componentes ambientais contribuem para o risco de doengas, de forma isolada ou
associada, sendo um desafio identificar a participacdo e a interacdo destes diferentes
fatores.

O periodo de pico de crescimento encefalico ocorre durante o ultimo trimestre da
gravidez (12, 13), quando também ocorre um rapido acimulo de n-3 PUFAs nos tecidos
neurais (14, 15). Nesta fase, hd um intenso crescimento dos lobos frontais e do
hipocampo, areas responsaveis por habilidades cognitivas conhecidas como funcgdes
executivas (12, 13, 16). Os PUFAs, tanto dmega 3 quanto 6mega 6, sao componentes
indispensaveis das membranas neuronais e modulam a integridade, a fluidez e a funcéo
das proteinas de membrana. Além disso, os PUFAs também atuam como segundos
mensageiros nas vias de sinalizacdo intracelular, regulam a transcricdo e expressao
génica, participam da neurogénese, neuroprotecdo e neurotransmissdo, servindo também
como precursores na sintese de eicosanoides e docosanoides (17). Estudos
epidemioldgicos e experimentais demonstraram uma relacéo entre o contetdo tecidual de
PUFAs com o desenvolvimento cognitivo e motor e, consequentemente, com a saude
mental (18-20). Evidéncias a partir de modelos experimentais e clinicos também
mostraram que a reducéo da ingestdo materna de n-3 PUFAS levou ao desenvolvimento
e funcionamento aberrantes do sistema nervoso central (SNC), com reducdo na
concentracdo neural tecidual de &cido docosaexaenoico (DHA) e déficits em tarefas

cognitivas (12, 16, 21). Outras pesquisas evidenciaram que uma combinagdo entre
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deficiéncia nutricional e determinadas formas de insultos precoces sdo preditores de
modificagbes cognitivo-comportamentais na infancia e alteragdes metabdlicas na idade
adulta (22), sugerindo que estressores ambientais atuem de forma aditiva e cumulativa
sobre a matriz do desenvolvimento. Estudos que utilizaram o modelo de RCIU como
marcador de estresse metabolico cronico reforcaram os achados da associacdo entre
desinibicdo comportamental e baixo peso ao nascer (23-25). Interessantemente, a
ingestdo espontanea de n-3 PUFAs em individuos expostos a RCIU revelou um efeito
protetor sobre preferéncias alimentares (26, 27), sugerindo a existéncia de mecanismos
regulatdrios centrais implicados na tomada de decisdo. A partir destes dados, é possivel
inferir que estressores precoces aumentem a vulnerabilidade neurocomportamental e
metabdlica a deficiéncia dos n-3 PUFAs durante o desenvolvimento.

Uma vez que tanto sinais do ambiente perinatal quanto aspectos intrinsecos
individuais parecem atuar sobre o crescimento fetal, modulando a diferenciacdo e o
crescimento tecidual e predispondo a desfechos tardios, buscamos neste trabalho estudar
a interacdo entre eventos ambientais precoces e fatores genéticos ligados aos PUFAS
sobre fenotipos intermediarios de impulsividade e controle inibitério. Partindo desta
abordagem que integra a combinacdo entre fatores intrinsecos (neurobioldgicos) e
ambientais (psicossociais) como variaveis que participam na producéo de fenétipos e na
formacdo do chamado cérebro social, este trabalho pretende explorar interagdes entre o
ambiente intrauterino, 0 ambiente pds-natal precoce e componentes genéticos (gene
candidatos e escores genéticos) relacionados com os n-3 PUFAs sobre desfechos em

funcdo executiva.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Estudos vem apontando para a importancia do desenvolvimento inicial sobre a
capacidade de adaptacdo, resposta ao estresse e saude mental, com implicagdes em
desfechos ao longo da vida (28-32). Os modelos recentes de adaptagdo, vulnerabilidade
e resiliéncia se concentraram ndo apenas nos mecanismos de regulacdo do estresse, mas
também nos processos de plasticidade cerebral ao longo do tempo, nos quais a doenca
pode ser interpretada como falha na capacidade de reparo e homeostase (33). O modelo
de investigacdo integrado denominado Origens Desenvolvimentais da Satde e da Doenca
(do inglés, developmental origins of health and disease, DOHaD) (34) sugere que a
adaptacdo fetal a um ambiente intrauterino prejudicial leva a alteragdes na estrutura e
funcdo do sistema nervoso, com impactos ao longo da vida; a Figura 1 representa
esquematicamente as interacfes interdimensionais deste modelo. Um dos pressupostos
fundamentais € que sistemas biologicos sofrem répidas mudangas durante o
desenvolvimento, sendo especialmente vulneraveis as influéncias organizadoras e
desorganizadoras ao longo do tempo. A extensa trajetoria neurodesenvolvimental implica
em que experiéncias precoces potencialmente modelem a estrutura e a atividade cerebral,
em um processo interativo entre genética, ambiente e funcdo celular. O ajuste sincrénico
e direcional dos processos de neurogénese, diferenciacdo neuronal, migragéo, apoptose,
sinaptogénese, mielinizacdo e poda sinaptica sdo criticos para a organizacdo e
funcionamento do sistema nervoso em formacdo (35). Além disso, a qualidade da
interacdo emocional e o contexto das relacbes de apego esculpem o desenvolvimento,
atuando sobre a matriz neuropsicossocial (35-37). Esta fase inicial do crescimento é de
rapida organizacdo neural e é o periodo em que sdo estabelecidas as vias subjacentes as
funcdes psicoldgicas essenciais (16). A adversidade e o trauma na infancia, incluindo
maus-tratos e/ou relagBes vinculares disruptivas, sdo fatores de risco durante o
neurodesenvolvimento e aumentam a vulnerabilidade para uma série de transtornos
neuropsiquiatricos ao longo da vida (38).

A hipétese de programacdo fetal (7, 39, 40) propBe que um estimulo ambiental
adverso em um periodo critico do desenvolvimento fetal induz a mudancas adaptativas,
estruturais e funcionais em 0Orgaos e sistemas chave, podendo afetar o individuo de
maneira persistente ao longo da vida. O conceito de neurovulnerabilidade ao transtorno
mental concentra-se na interagdo do risco em varios niveis (do nivel molecular génico no

espaco intrauterino, durante etapas perinatais, através de processos epigenéticos levam as
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experiéncias infantis), sendo um aspecto importante para o estudo das origens de tracos
comuns complexos e transtornos relacionados a satde mental. O desenvolvimento de vias
neurais, sinapses e funcionamento neuroldgico emergente se desenvolve em relacdo a
sensibilidade direta, em um processo descrito como sendo “dependente da
experiéncia"(37). As relacGes parentais e de apego representam o contexto social do
neurodesenvolvimento inicial, participando de processos como regulacdo do estresse
através do funcionamento do eixo HHA, mediando risco e vulnerabilidade continuos
(41). O entendimento teorico atual vem concentrando-se na integracdo de multiplos
dominios do desenvolvimento, incluindo modelos neuroldgicos e psicossociais. O
desenvolvimento humano tem sido compreendido como dependente da experiéncia
social, afastando-se de modelos anteriores unicamente focados em estagios fixos de
desenvolvimento (42, 43). As novas abordagens de neurodesenvolvimento também
sugerem a contribuicdo direta da crianca sobre a funcdo relacional e sua capacidade de
influenciar as respostas ambientais. Os estudos de Sameroff (44, 45), por exemplo,
descreveram a inter-relacdo entre a crianga e as experiéncias sociais sobre o
neurodesenvolvimento. Esse tipo de modelagem vem influenciando grande parte das
pesquisas em desenvolvimento infantil, que descrevem a evolucdo de trajetorias
adaptativas e desadaptativas e os fatores individuais do grupo familiar contribuem para
os desfechos (46). Estudos associaram a teoria do apego aos disturbios da interacdo social
e suas implicacdes sobre desenvolvimento neuroldgico e psicolégico, com um foco
crescente no impacto potencial do estresse relacional e trauma sobre o
neurodesenvolvimento (47, 48), com autores do campo da neuropsicanalise que tém
investigado o impacto do trauma relacional sobre fatores de risco intrinsecos e ambiente
social (49). A psicopatologia do desenvolvimento enfoca tanto a compreensdo e o
impacto do distdrbio sobre desenvolvimento quanto a maneira pela qual os distarbios se
manifestam em diferentes estagios do ciclo vital. Estas abordagens vem permitindo uma
compreensdo mais abrangente e complexa sobre o desenvolvimento de transtornos
especificos, incluindo condi¢des neuropsiquiatricas (50). Estudos sobre um modelo
complexo de vulnerabilidade vem ampliando o exame detalhado das interacGes
disruptivas e experiéncias traumaticas na infancia e a maneira pela qual os padrdes de

relacionamento podem ser transmitidos através das geracdes (51-53).
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Figura 1. Interacdo entre dominios iniciais do desenvolvimento: qualquer desfecho fenotipico € a
resultante de uma cascata de influéncias que operam ao longo do tempo e com o potencial de
influenciar a sensibilidade as condi¢des subsequentes. A variagdo ocorre como uma funcéo do
fendtipo e interagcBes ambientais, sendo o fen6tipo em qualquer ponto no tempo definido pela
interagdo gene-ambiente durante a historia do desenvolvimento do individuo. Além disso,
evidéncias apontam para a interdependéncia entre influéncias ambientais ao longo do tempo.
Assim, a relacdo entre a qualidade da parentalidade e do apego sobre o desenvolvimento infantil
é substancialmente mais impactante para criangas com histéria de adversidade do que para
aquelas gue experimentam um ambiente suportivo. Adaptado de Dalle Molle et al., 2015 (54).
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2.1 Mecanismos de vulnerabilidade durante o neurodesenvolvimento

2.1.1 Ambiente precoce: apego e cuidado

Os mecanismos subjacentes a associacao entre adversidade precoce e desfechos
do desenvolvimento ainda ndo estdo totalmente esclarecidos, mas ja se sabe que varios
mecanismos atuam sobre a programacao fetal, incluindo alteragdes na funcao do eixo
HHA e na resposta imunoldgica (55), com impacto direto nas estruturas cerebrais e no
comportamento (56, 57). Estes fatores de vulnerabilidade podem ser amplificados ou
tamponados no contexto da experiéncia, particularmente através capacidade parental em
apoiar e auxiliar na regulacdo de estados emocionais infantis. Experiéncias de
adversidade precoce, incluindo exposicdo a maus-tratos, baixo suporte social e/ou
presenca de transtorno mental nos progenitores, sdo fatores de risco sobre o
desenvolvimento da criancga, incluindo sintomatologia internalizante e externalizante,
aléem de outros danos psicopatolégicos que se manifestam tardiamente (58, 59). Nas
Gltimas décadas, evidéncias demonstraram que adversidades na infancia apresentam
influéncias duradoura no adulto, participando na programacéo de DCNT, como doencas
cardiovasculares, diabetes, artrite e alguns tipos de céncer (7, 10, 39, 60, 61).
Modificagdes epigenéticas da regido promotora do gene do receptor de glicocorticoide
(GR) foram descritas pela primeira vez em ratas como um mecanismo pelo qual variagdes
nas interagdes entre genitor e prole influenciavam o eixo HHA e respostas
comportamentais ao estresse (62, 63), onde o cuidado materno mostrou regular o estado
de metilacdo do promotor GR do exon 1-7 no hipocampo (62, 64). Estudos subsequentes
em humanos mostraram que a adversidades na infancia associavam-se a maior metilacao
do promotor do GR e menor expressdo do GR no hipocampo, aumentando as respostas
do eixo HHA ao estresse através da diminuicdo dos mecanismos de retroalimentacéo
negativa (65).

Miller et al. (2011) desenvolveram o modelo conhecido como resposta
transcricional conservada a adversidade (RTCA) que investiga 0S mecanismos
neurobioldgicos subjacentes a incorporacdo da adversidade (60). Este modelo surgiu a
partir de teorias anteriores de programacdo ambiental, como a teoria da origem fetal (7),
0s modelos de curso de vida (66, 67), a epigenética (68) e a imunologia comportamental
(69) que estudam os processos envolvidos na transmissdo de experiéncias sociais e
contextuais sobre atividades fisioldgicas bem como seus danos cumulativos na saude do
individuo. O estudo da RTCA propds que a experiéncia de adversidade precoce é

programada em células do sistema imune (mondcitos e macrofagos), respondendo atraves
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de um fendtipo pré-inflamatdrio a estimulos de forma desregulada, contribuindo para a
inflamacéo cronica de baixo grau, implicada no desenvolvimento e progressao de doencas
(70, 71). Além disso, 0 modelo de incorporacéo bioldgica sugeriu também que individuos
afetados apresentariam risco aumentado para este fenétipo pré-inflamatorio, através dos
efeitos cumulativos relacionados aos estressores interpessoais associados a
comportamentos prejudiciais. Por exemplo, criangas vivendo sob condi¢des adversas sdo
frequentemente expostas a dificuldades no vinculo parental, a presenca de estressores
imprevisiveis e a um precario suporte social, situagbes que atuariam aditiva e
cumulativamente sobre vias corticolimbicas e corticostriatais, areas estas que estdo
envolvidas na autorregulagéo, no processamento de informaces sociais e na deteccao de
ameacas e recompensas (72). Individuos vulneraveis podem desenvolver déficits
autorregulatorios, viés de atribuicdo hostil [tendéncia de interpretar o comportamento de
outras pessoas como tendo uma intencéo de hostilidade, mesmo quando o comportamento
é ambiguo ou benigno (73)] e maior vigilancia aameacas (74), levando a comportamentos
disruptivos, como uso de substancias psicoativas, interacGes conflituosas e de baixa
qualidade social ao longo do desenvolvimento (60, 75). Assim, a combinagdo de
adversidade precoce e estresse continuo criam um ciclo de retroalimentagdo no qual
estressores sociais em curso podem operar como mediadores ou moderadores entre
adversidade precoce e processos pro-inflamatdrios, amplificando os efeitos da exposicao
a estressores no inicio da vida (76).

Duas vias fisioldgicas sdo responsaveis pela conversdo da adversidade
socioambiental em programacao transcricional pro-inflamatoria. A primeira via envolve
0 sistema nervoso simpatico (SNS), e a segunda envolve o eixo HHA (77). Desta forma,
adversidades precoces (negligéncia, abuso ou disfuncdo doméstica crdnica) associam-se
tanto ao comprometimento na funcdo imunoldgica quanto a desregulacdo do eixo HHA
na idade adulta (78, 79). A inflamacdo desempenha um papel importante na sinalizacdo
e na protecdo do organismo a insultos. Nos leucdcitos, diversos tipos de adversidades
evocam uma resposta transcricional conservada comum a adversidade, caracterizada pelo
aumento da expressdo de genes pré-inflamatérios e diminuigdo da expressdo de genes
envolvidos nas respostas antivirais inatas e na sintese de anticorpos (80). A ativacéo de
mondcitos e macrofagos iniciam e sustentam as respostas inflamatérias (69, 81, 82),
atraves da secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias. Estas citocinas [interleucina (IL-1p),
antagonista do receptor de interleucina (IL-1AR), interleucina 1 (IL -1), fator de necrose

tumoral (TNF -a) e interferon (IFN -y)], consideradas os principais mediadores da
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resposta inflamatoria, demonstraram comunicar-se com o cérebro, afetando a
neurotransmiss&o, a atividade neuroenddcrina, a estrutura e as fungdes neurais, induzindo
mudancas emocionais, cognitivas e comportamentais (76). Os ambientes sociais podem
influenciar a expressdo génica humana através de processos fisico-quimicos (por
exemplo, toxinas e poluentes) e processos psicolégicos (por exemplo, experiéncias de
ameaca ou incerteza), desencadeando respostas neurais e endocrinas. Em ambos 0s casos,
mediadores bioquimicos envolvem sistemas de receptores celulares, que ativam vias de
transducgdo de sinal intracelular, culminando na ativagdo (ou represséo) de fatores de
transcricdo reguladores de elementos de resposta inflamatoria. A rede de genes
reguladores que direcionam sinais bioquimicos para respostas especificas de expressao
génica representa uma programacéo evolutiva adaptativa em condi¢cdes ancestrais, mas
que poderd mostrar-se mal adaptativa nos ambientes sociais muito distintos da vida
humana contemporanea (83).

2.1.2 Ambiente precoce: acidos graxos na gestacdo e lactacdo e os efeitos
sobre o lactente

Os PUFASs de cadeia longa (LC-PUFASs) 6mega 3 derivados de fontes marinhas,
o DHA e o é&cido eicosapentaenoico (EPA), desempenham um papel importante na
performance cognitiva e em outras fungdes intelectuais e de controle executivo do sistema
nervoso (Figura 2). O DHA é o 6mega 3 de LC- PUFA dominante no cérebro (84) e se
acumula em areas associadas ao aprendizado e a memoria, como o cortex cerebral e 0
hipocampo (85, 86).

DHA EPA

Acido Docosaexaenoico (DHA) Acido Eicosapentaenoico (EPA)

25



Figura 2. Estrutura quimica de dois importantes n-3 PUFAs, o acido docosaexaenoico (DHA) e o
acido eicosapentaenoico (EPA). Devido as muitas ligagGes duplas, os PUFAs sdo mais volumosos
gue os acidos graxos saturados.

Em gestantes, o DHA atua diminuindo a resisténcia a insulina e o risco para
diabetes gestacional, além de estar implicado na reducédo do risco de transtornos mentais,
como por exemplo, a depressdo pos-parto; para o bebé, o DHA relaciona-se com acuidade
visual, aprendizado, memadria e desenvolvimento psicomotor, reduzindo a incidéncia de
transtorno de déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH) (87-89).

Os 4&cidos graxos trans, provenientes de Oleos vegetais parcialmente
hidrogenados, séo transmitidos da mée para o feto durante a gravidez e a amamentacao
(90, 91). Eles foram associados a varios resultados negativos relacionados a concepcao,
ao crescimento e desenvolvimento fetal (92). A vulnerabilidade da dupla mée-bebé
sugere que os acidos graxos trans de origem industrial devam ser reduzidos ou usados
com cautela em mulheres gravidas e lactantes. A tabela 1 apresenta as disposicGes da
Food and Agriculture Organization (FAO) com as doses recomendas de PUFAs para

gestantes e lactantes.

Tabela 1. Recomendacdes de ingestdo de acidos graxos durante a gravidez e
amamentacédo segundo a FAO/WHO

Acido Graxo Ingestdo didria- PUFAs totais
DHA 200mg
DHA+EPA 300mg
AA 800mg (maximo)

Adaptado de FAO/WHO, 2014.

Durante a lactacéo, o feto é exposto aos acidos graxos (FAs- do inglés, fatty acid)
atraves de sua secrecdo no leite materno. O tecido mamario sintetiza FAs
intracelularmente a partir de um suprimento de substratos extraidos do plasma materno,
que podem ser extraidos dos lipidios plasmaticos circulantes. Nesse sentido, as
triglicérides (TL) maternos transportados em quilomicrons e proteinas de muito baixa
densidade (do inglés, very low density lipid, VLDLS) sdo a principal fonte plasmatica de
FAs. Além disso, os FAs ndo esterificados maternos produzidos a partir de TLs no tecido
mamario pela enzima lipase lipoproteica sdo importantes durante o estado de jejum (93).
As gotas lipidicas formadas nas células epiteliais mamarias sdo secretadas no leite por

exocitose ou em associagdo com a bicamada da membrana plasmatica (94).
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Assim, a condicdo nutricional materna e a composic¢ao de FAs da dieta durante a
gravidez e/ou lactacdo sdo fatores criticos fortemente associados ao desenvolvimento
fetal e pos-natal normal e também parecem influenciar a programacéo fetal, alterando o
risco individual para alteracGes metabdlicas ao longo da vida. Na tabela 2 encontram-se

as recomendac0es da ingestdo de PUFAs da FAQ para bebés, criancgas e adolescentes.

Tabela 2. Recomendacdes de ingestdo de acidos graxos para lactentes (0-24 meses) e
criancas e adolescentes (02-18 anos), segundo a FAO/WHO

Acido Graxo Grupo etéario Ingestao
< Acido araquiddnico 0-6 meses 0.2-0.3% VCT (leite materno)
LL
E Acido linoleico 0-6 meses Composicao do leite materno
© 6-12 meses 3-4,5% VCT
< 12-24 meses 3-45% VCT
Acido a-linolénico 0-6 meses 0.2% VCT
6-12 meses 0.4-0.6% VCT
<
5 DHA 0-6 meses 0.1-0.18% VCT
g 6-24 meses 10-12mg/kg
& EPA+DHA 2-4 anos 100-150 mg
4-6 anos 150-200 mg
6-10 anos 200-250 mg
Acido graxo trans 2-18 anos <1% VCT

VCT: valor caldrico total. Adaptado de FAO/WHO, 2014.

2.1.3 Ambiente precoce: acidos graxos e o efeito no sistema nervoso central

Os n-3 LC-PUFAs desempenham um importante papel no desenvolvimento e no
funcionamento neural (95-97), sendo essenciais na regulacdo de aspectos neuroquimicos
e comportamentais relacionados com a resposta ao estresse, a modulagdo do humor (96,
98), e a reacOes de agressividade e impulsividade (99, 100). Eles atuam sobre sistemas de
neurotransmissao, tais como vias dopaminérgicas mesocorticolimbicas (101, 102), além
de atuarem em rotas metabdlicas, diminuindo o risco para doencas cardiovasculares e
outros distarbios cronicos (96).

O envolvimento do PUFA na fungdo do SNC pode ser avaliado usando
manipulacdo dietética em modelos animais. Ja foi demonstrado que a deficiéncia
alimentar cronica de acido a-linolénico em roedores afeta muito a composicéo de acidos
graxos da membrana cerebral dos fosfolipidios (103-107). As principais mudancas

incluem reducéo nos niveis de DHA e aumento compensatorio nos niveis de n-6 PUFA,
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especialmente do &cido docosapentaenoico (DPA, 22: 5 n-6). A andlise de regibes
cerebrais especificas mostrou que em ratos e que consomem uma dieta balanceada em n-
6 e n-3 PUFA, a quantidade de DHA foi significativamente maior no cortex frontal do
que em outras regides, como estriado, hipocampo e cerebelo (108, 109). Além disso, 0
cortex frontal demonstrou ser mais afetado pela deficiéncia de acido a-linolénico do que
outras regides (108-110).Além dessas alteragdes bioquimicas, a deficiéncia do acido a-
linolénico prejudicou o desempenho em uma variedade de tarefas de aprendizagem (104-
106, 111). Essas respostas comportamentais prejudicadas geralmente envolvem
capacidade de aprendizado sensorial, motor ou de processos motivacionais. Em
particular, o aumento de respostas a varios fatores de reforco e extingdo mais lenta
observada em ratos privados de n-3 PUFA podem ser interpretados como alteracdes na
motivagdo. Assim, todas estas evidéncias experimentais revelaram os n-3 PUFAs como
um dos principais agentes que garantem o desenvolvimento cerebral adequado no inicio
da vida pos-natal (112). Mais ainda, foi demonstrado que a suplementagédo de n-3 PUFA
protege da perda neuronal e diminuicdo da neurogénese no cortex cerebral e no
hipocampo de recém-nascidos, considerando ainda que esse efeito poderia ser duradouro
e também mostrar beneficios adicionais na funcdo neurocognitiva posteriormente na
idade adulta(112). Um estudo em humanos, demonstrou um maior indice de
desenvolvimento psicomotor em lactentes de maes que foram submetidas a administracao
de DHA (200mg / d) por um periodo de 4 meses, com beneficios na motricidade olho-
mdo e na acuidade visual(113).

Sabe-se que o DHA € incorporado nos fosfolipides da membrana neuronal, onde
regula indmeros processos celulares neuronais e gliais, incluindo neurogénese,
neuroplasticidade, crescimento de neuritos, sinaptogénese e fluidez da membrana,
impactando a velocidade de transducdo e transmissao de sinal (114-118). Além disso, 0
DHA melhora o ténus vascular, resultando em aumento do fluxo sanguineo cerebral
durante tarefas cognitivas (119) e regulando o transporte e absorcdo de glicose pelas
células endoteliais da barreira hematoencefalica (BHE), (117). O DHA é ligante natural
para varios receptores nucleares, que regulam a expressao génica e também sdo
precursores de neuroprotectinas e resolvinas, que neutralizam neuroinflamagdo e o
estresse oxidativo, aumentando a sobrevida neuronal (114, 118, 120). O EPA e o acido
a-linolénico (ALA, um n-3 PUFA derivado dos vegetais), também atravessam a BHE,
mas mais que 99% desses FASs sdo B-oxidados e alguns EPA sdo desesterificados a partir

de fosfolipides (121). Ambos ALA e EPA podem contribuir para a funcdo cerebral,
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atuando sobre o metabolismo energético cerebral através da cetogénese, particularmente
durante o envelhecimento (122). Além disso, o EPA ndo esterificado também pode
contribuir para a funcdo cognitiva através da sintese de eicosanoides que compensam a
neuroinflamacdo e melhoram o fluxo sanguineo cerebral devido as suas propriedades
antitromboticas e vasodilatadoras (117).

Apesar do corpo de evidéncias existente mostrando a relacdo dos LC-PUFAs no SNC,
até 0 momento, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares subjacentes ao
envolvimento dos n-3 PUFAs sobre os sistemas monoaminérgicos, particularmente o da
dopamina. Neste sentido, um estudo revelou que a presenca de DHA na membrana
acelera a taxa de oligomerizagdo do receptor D2 de dopamina e receptor A2A de
adenosina, sendo maior quando o contetdo de DHA na membrana é do "tipo saudavel”
em comparagdo com o “tipo doente". Esse efeito € mediado pelo aumento da mobilidade
lateral dos receptores e também pela interacdo favoravel entre DHA e proteinas e entre
as caudas de DHA e o restante dos lipidios da membrana. Portanto, o aumento da difusdo
e da concentracdo de proteinas nesses dominios aumenta as chances de interacfes
proteina-proteina e acelera a oligomerizacéo, revelando que os n-3 PUFAs de membrana
desempenham um papel fundamental sobre o receptor acoplado a proteina G (GPCR),
sugerindo implica¢Bes importantes em condi¢cdes neuropsiquiatricas (123). Evidéncias
recentes sugeriram que o DHA exerca efeitos neuroprotetores através da reducdo dos
efeitos inflamatdrios na micrdglia (124, 125). A Figura 3 abaixo representa as algumas

das funcdes dos principais n-3 PUFAS nas células neurais.
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Figura 3: A¢do do EPA e DHA nas células neuronais: EPA e DHA podem ser
incorporados na membrana celular como fosfolipidios e atuar através de lipid rafts (126),
bem como podem influenciar na transducao de sinais, na ativagéo e inibi¢do de fatores de
transcricdo e na modulacdo da sintese de eicosanoides. Lipid rafts, em uma tradugéo
aproximada do inglés significa, "jangadas lipidicas”, que sdo micro dominios
enriquecidos de colesterol e esfingolipidios contidos na membrana plasmatica. Os lipid
rafts tém sido implicados em muitos processos celulares, incluindo transducao de sinal,
trafego de membranas, organizacdo do citoesqueleto e entrada de patdgenos na célula
(126). Adaptado de Serhan et al., 2008 (127).

2.2 Metabolismo de acidos graxos

Os PUFAs sdo classificados como 6mega 3 (n-3) ou 6mega 6 (n-6), dependendo
da localizacdo da Ultima ligacdo dupla em relacdo ao grupo metil terminal na cadeia do
carbono. Os precursores essenciais de PUFA, &cido linoleico (LA, 18: 2 n-6) e &cido ) a
-linolénico (ALA, 18: 3 n-3) sdo metabolizados por alongamento e dessaturacdo em LC-
PUFASs (> 20 4&tomos de carbono) como o acido araquiddnico (AA, 20: 4n-6), EPA, (20:
5n-3) e DHA (22: 6n-3). A capacidade metabdlica da via biossintética dos PUFAs difere
entre individuos e populac6es, sugerindo que variagdes genéticas e epigenéticas estejam
associadas com 0s seus niveis séricos, teciduais e celulares (128). Avangos na
nutrigendmica permitiram identificar trés fatores envolvidos na regulagdo da converséo
de ALA e LA em n-3 e n-6 PUFAs, tais como (i) diferencas na ingestdo de PUFA na
dieta, (ii) regulacdo epigenética acentuada e (iii) alta herdabilidade da capacidade
biossintética (129).
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2.2.1 Biossintese de acidos graxos

Os seres humanos ndo produzem ALA (18: 3 n-3) nem LA (18: 2 n-6), sendo, por
isso considerados acidos graxos essenciais, que devem ser supridos através da dieta. As
plantas sdo as principais fontes desses FAs, que, ao contrério dos animais, possuem
capacidade de inserir ligacGes duplas entre carbono 9 existente na extremidade metil do
4cido oleico (130). Oleos vegetais comestiveis como girassol, 6leo de milho ou
amendoim, constituem uma das principais fontes de ALA. Além disso, varios 0leos
vegetais também fornecem LA, como por exemplo, o 6leo de soja (8%) e 6leo de nozes
(13%) (130). As fontes alimentares de EPA e DHA sdo peixes, mariscos e carne de
mamiferos marinhos, sendo o corpo humano incapaz de sintetizar DHA e EPA de novo,
podendo produzi-los a partir do ALA (figura 4). No entanto, essa capacidade é limitada
e, além disso, sujeita a variacdes nos genes que codificam as enzimas envolvidas e
diferencas de género (131). Os PUFAs dmega 3 e dmega 6 compartilham e competem
pelas mesmas enzimas em sua biossintese, onde ha pelo menos duas enzimas-chave nesse
processo, que sdo a A 5 dessaturase (FADS1) e a A 6 dessaturase (FADS2) (132). Dois
haplétipos comuns nos genes FADS diferem dramaticamente em sua capacidade de gerar
LC-PUFA: o haplétipo D esta associado ao aumento da atividade do complexo FADS
(FADS1-2) e a uma maior taxa de conversdo de precursores de LA e ALA a LC-PUFA
(EPA, GLA, DHA e AA) (133). Esses polimorfismos FADS sao relativamente comuns
na populagdo e podem explicar até 30% da variabilidade nas concentragfes sanguineas
dos PUFAs entre os individuos (131). Além do mais, verificou-se que a atividade das
enzimas dessaturases pode ser alterada por fatores como tabagismo, consumo de alcool,
diabetes, estresse, ingestdo elevada de gorduras trans, e, principalmente, pelo

envelhecimento (130).
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Figura 4. Sintese de PUFAs no figado. Os precursores de &cido graxo poli-insaturado dmega 3 e
0mega 6 (n-3 e n-6 PUFAS) a-linolénico (ALA; 18: 3 n-3) e 4cido linoleico (LA; 18: 2 n-6) podem
ser dessaturados e alongados. Isso leva a sintese de PUFAs de cadeia longa, incluindo &cido
docosaexaenoico (DHA; 22: 6 n-3), mas também acido araquidonico (AA; 20: 4 n-6), que sao
transportados para o sangue como formas livres ou lipoproteinas. Ambos PUFAs n-3 e n-6 de
cadeia longa competem por sua sintese (dessaturacdo e alongamento), significando que também
a ingestdo de PUFAs afeta significativamente seu nivel de incorporacdo cerebral. Adaptado de
Madore et al., 2016 (134)

2.2.2 Acidos graxos e genética

Além dos efeitos de variantes génicas sobre a biossintese de PUFAs, estudos
demonstram uma acdo modulatoria direta dos FAs sobre genes implicados na inflamagéo
e na carcinogénese, sugerindo que variantes que codificam enzimas das vias metabdlicas
dos PUFAs desempenhem um efeito sobre o risco para doengas. A associagdo de cancer
de prostata e n-3 LC-PUFA foi descrito em individuos portadores de uma mutacdo do
gene COX 2 (135).

No capitulo 2 deste trabalho, apresentamos a interagcdo entre um gene candidato
(PLIN4) que aumenta a sensibilidade aos PUFAS e 0 peso ao nascer, avaliando desfechos
sobre o controle inibitério; no capitulo 3, abordamos interacfes gene- ambiente, a partir
de um escore poligénico baseado na co-expressdo génica da rede FADS1 e de um escore

ambiental.
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2.3 Funcdes executivas

A funcéo executiva (FE) pode ser definida como a habilidade cognitiva necessaria
para realizar comportamentos complexos dirigidos a objetivos e a adaptacédo as diversas
demandas e variagcbes ambientais. Tradicionalmente, a FE refere-se a capacidade de
iniciacdo, planejamento, seguimento e monitoramento de comportamentos e condutas
dirigidos a um fim, sendo composta pelos processos autorregulatorios de flexibilidade
cognitiva, memoria de trabalho e controle inibitorio (136). A inibicdo sustenta o
autocontrole e a gratificacdo tardia, e na primeira infancia, € positivamente associada a
desfechos em desempenho académico, salde, risco, felicidade e status socioeconémico
(137, 138); ao contrério, déficits nas FEs tém sido relacionados a alteragdes no
funcionamento do cortex frontal (139). A tabela 3 mostra areas cerebrais envolvidas no
comportamento social. A tabela 4 apresenta areas cerebrais envolvidas em funcGes
cognitivas.

As funcbes executivas, incluindo atencdo e controle inibitorio, memoria de
trabalho e alternéancia flexivel de tarefas, provavelmente constituem aspectos importantes
para a sensibilidade dos pais as necessidades dos filhos. O CPF dorsolateral e
ventrolateral estdo envolvidos na flexibilidade cognitiva e o estriado esta envolvido no
controle da inibicdo (140). Déficits na flexibilidade cognitiva e na memoria de trabalho
espacial tém sido associados a baixa sensibilidade materna as indicacdes de bebés que
ndo solicitam durante estados de estresse (141). Maes que apresentaram apego
desorganizado responderam com maior laténcia a palavras de valéncia negativa (por
exemplo, abandonar, rejeitar) durante a tarefa stroop, que é um teste neuropsicolégico
utilizado para avaliar a capacidade de inibir a interferéncia cognitiva que ocorre quando
0 processamento de um estimulo especifico impede o processamento simultaneo de um
segundo atributo de estimulo, conhecido como Efeito Stroop; tais achados sugerem que
associagdes negativas a estimulos de apego podem contribuir para dificuldades continuas
durante as interacGes mae-bebé (142). O aumento na sensibilidade atencional aos sinais
de angustia dos bebés no final da gravidez também mostrou associacdo com pontuacées
melhores em questionarios investigando vinculo parental; este mesmo trabalho mostrou
maior sensibilidade ao sofrimento do lactente para maes que amamentam com leite
materno (143).
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Tabela 3. Areas Cerebrais envolvidas no comportamento social

Funcao Area cerebral em primatas

Motivacéo social CPFvm, estriado ventral, amigdala

Reconhecimento social/memoria CPF medial, CPFdm

Hierarquia social CPF medial, CPF lateral, estriado ventral,
Amigdala

Cérebro social Sulco temporal superior posterior, Jungdo

temporo-parietal, Cortex temporal anterior,
Giro frontal inferior, CPFvm, CCA, &rea
facial fusiforme superior, Amigdala
CCA, cortex cingulado anterior; CPFvm, cértex pré-frontal ventro-medial; CPFdm,
cortex pré-frontal dorso-medial. Adaptado de Sakurai & Gamo, 2018 (144).

A impulsividade ¢ um construto multidimensional, que abrange uma gama de
aspectos psicopatolégicos, de etiologia relacionada a fatores genéticos e ambientais
(145). Atualmente, a impulsividade refere-se a um conjunto de dominios principais:
inabilidade para avaliar evidéncias sensoriais (impulsividade atencional), falha na
inibicdo motora (incapacidade de inibir uma resposta prepotente em tarefas
experimentais), tendéncia a aceitar pequenas recompensas imediatas versus grandes
recompensas atrasadas ou improvaveis (escolhas impulsivas ou impulsividade néo
planejada) e comportamento de risco no contexto da tomada de decisdo (146, 147).
Embora conceitualmente relacionadas, essas formas de impulsividade sdo qualitativa e
quantitativamente distintas (145). Por exemplo, impulsividade aumentada e o controle
inibitorio ineficiente sdo fenotipos de risco associados a alimentacdo ndo saudavel em
criancas (148). Tragos de impulsividade sdo endofenotipos ligados a transtornos
psiquiatricos que envolvem desinibicdo, incluindo comportamentos antissocial e
agressividade, jogo patolégico e TDAH (145, 149, 150). A definicdo de diferentes formas
de impulsividade auxilia na compreensao das bases neurobioldgicas de doencgas, tendo
sido desenvolvidos mdltiplos testes laboratoriais comportamentais e medidas auto

reportadas para acessar diferentes componentes psicobiologicos da impulsividade (151).
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Tabela 4. Areas cerebrais envolvidas em funcdes cognitivas

Funcdo Area cerebral em primatas

Deteccédo de saliéncia  insula anterior, CCA dorsal

Atencao Rede de atencéo dorsal (sulco infraparietal, campo érbito-
frontal)

Memodria de trabalho  Rede de controle executivo (CPFvl, CPFvm, cortex pre-
motor, cdrtex parietal)
Inibicdo cognitiva CPFvl, insula anterior, juncao frontal inferior
Flexibilidade cognitiva CPFvm, CPFvI, cortex parietal, CCA, insula anterior
direita, cortex pré-motor, cortex temporal inferior, cortex
occipital, juncdo inferior frontal, caudado, talamo
Impulsividade cortex infralimbico, insula, hipocampo, cortex cingulado,
nucleo do NAc, estriado dorsal (resposta prematura)
-Amigdala basolateral, hipocampo e cortex orbito-frontal:
delay discounting
-COF médio, amigdala: impulsividade baseada em risco
CCA, cortex cingulado anterior; CPFvI, cértex pré-frontal ventro-lateral; CPFvm, cortex
pré-frontal ventro-medial; NAc, Nuacleo accumbens; COF, coértex oOrbito-frontal.
Adaptado de Sakurai & Gamo, 2018 (144).

Assumindo que desfechos funcionais associados a vulnerabilidade sdo definidos
pelas interacGes gene-ambiente e determinados pela qualidade das condigdes ambientais
subsequentes, buscamos neste trabalho compreender como componentes nutricionais se
associam com redes genéticas e interagem com aspectos ambientais, desencadeando
modificacdes fenotipicas. O processamento cognitivo envolve redes neurais que atuam
através de inumeras vias bioquimicas e enzimas associadas. Muitas dessas enzimas
requerem micronutrientes, vitaminas essenciais e minerais como cofatores para uma
funcéo ideal. Postula-se que a funcéo alterada relacionada a variagdes em componentes
nutricionais possa afetar negativamente funcbes proteicas e enzimaticas envolvidas na
atividade neural. Varios fatores ambientais, incluindo inadequacdo de micronutrientes,
exercicio, inflamagdo, estresse e trauma emocional influenciam a rede de
neurotransmissdo, levando a alteracbes no comportamento. Este trabalho pretende
analisar a partir de um modelo de interacdo gene-ambiente, os efeitos modulatdrios dos

PUFAs sobre o controle inibitorio e impulsividade.
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando achados prévios que demonstraram que os n-3 PUFASs, e em
especial o DHA, se associavam a um padrdo fenotipico mais saudavel em individuos
expostos a adversidade precoce, este estudo investiga se variacdes periféricas e centrais
nos niveis dos n-3 PUFAs, inferidas através de variantes genéticas, interagem com
aspectos ambientais, influenciando na funcéo executiva. A escolha deste tema baseou-se
na alta prevaléncia mundial de RCIU (14.6%) (152) e também nas evidéncias mostrando
que os distdrbios neuropsiquiatricos sdo os principais contribuintes para morbidade,
incapacidade, lesdo, mortalidade prematura e aumento de riscos para outras condi¢oes
(153). Assim, nesta pesquisa buscamos compreender 0S  mecanismos
neurofisiopatolégicos e identificar fendtipos intermediarios e endofendtipos que

possibilitem medidas preventivas e de intervencgao precoce.
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4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a interacdo de genes envolvidos com a capacidade biossintética e resposta

celular aos PUFAs com fatores ambientais sobre desfechos de salide mental na infancia.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Capitulo 1- Artigo 1

Revisar aspectos do metabolismo e funcdo dos PUFAS no sistema nervoso, bem
como investigar seu papel e efeitos durante periodos criticos do neurodesenvolvimento.
Analisar, atraves de evidéncias de estudos clinicos e experimentais recentes, as indicaces

terapéuticas atuais dos n- 3 PUFAS nos transtornos neuropsiquiatricos.

4.2.2 Capitulo 2- Artigo 2
Investigar a interag&o entre uma variante genética relacionada com a sensibilidade
celular aos n-3 PUFAs e o ambiente inicial, representado pelo peso ao nascer, sobre o

controle inibitério em uma amostra de criangas.

4.2.3 Capitulo 3- Estudo 3

Explorar as interacGes entre 0 genoma e o ambiente precoce sobre fenédtipos
ligados ao controle de impulsos em criangas, desenvolvendo escores de expressao
poligénica e de variacdo do ambiente perinatal, através dos dados da coorte canadense
Maternal Adversity, Vulnerability and Neurodevelopment (MAVAN), comparando com
dados da coorte The Avon Longitudinal Study of Parents and Children (ALSPAC).
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5 HIPOTESES

5.1 HIPOTESE GERAL

A hipétese geral deste trabalho é que individuos expostos a adversidade precoce
e com maior sensibilidade, conferida pela genética, aos n-3 PUFAs, apresentardo um
efeito protetor sobre aspectos da funcdo executiva. Para uma melhor abordagem e

compreensdo, esta hipotese gerou trés capitulos, conforme descrito a seguir.

5.1.1 Capitulo 1- Artigo de reviséo 1
A exposicdo precoce a evento adverso esta associada a maior impulsividade na
infancia, sendo esta associacédo relacionada aos niveis teciduais de n-3 PUFAs durante o

neurodesenvolvimento.

5.1.2 Capitulo 2- Artigo 2

Diferencas alélicas de um gene candidato entre individuos nascidos pequenos para
idade gestacional modificam a sensibilidade aos n-3 PUFAs, atuando sobre o controle

inibitério nesta populacéo.
5.1.3 Capitulo 3- Estudo 3

A expressdo génica da rede do gene FADS1 no CPF interage com o ambiente
precoce, predizendo a expressdo de endofendétipos ligados ao controle de impulsos e ao
TDAH em criangas.
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6 CONSIDERACOES ETICAS

Os estudos apresentados nos capitulos 2 e 3 dessatese utilizaram dados da coorte
Maternal Adversity, Vulnerability and Neurodevelopment (MAVAN) que contava com a
aprovacdo dos hospitais e das Universidades envolvidas: comités de ética da McGill
University, Université de Montréal, Royal Victoria Hospital, Jewish General Hospital,
Centre hospitalier de [’'Université de Montréal, Hopital Maisonneuve-Rosemount, St
Joseph’s Hospital e McMaster University. A aprovacdo ética do estudo The Avon
Longitudinal Study of Parents and Children (ALSPAC) cujo banco de dados foi utilizado
no capitulo 3 foi obtida no Comité de Etica e Direito da ALSPAC (IRB n° 00003312) e
nos comités locais de ética em pesquisa (Bristol e Weston Health Authority, Southmead
Health Authority e Frenchay Health Authority). O consentimento informado para o uso
dos dados foi obtido dos participantes, seguindo as recomendagdes do Comité de Etica e

Direito de cada uma das coortes pesquisadas.
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7 METODOS E RESULTADOS

Esta tese deu origem a duas publicacbes que sdo apresentados como artigos,
identificados como capitulo 1 e 2, além de um trabalho ainda ndo publicado descrito no
capitulo 3, que traz resultados adicionais ainda ndo publicados. O artigo 2 (apresentado
no Capitulo 2) foi realizado em colaboracdo com a McGill University, University of
Toronto e McMaster University, que visitei durante 0 més de agosto/2016, periodo em
que foram examinados os dados apresentados no artigo publicado. Este estudo integra o
corpo de resultados da coorte canadense prospectiva MAVAN. Detalhes sobre esta coorte
podem ser encontrados em outra publicacdo (11). A amostra do capitulo 2 incluiu 254
criangas (5 anos de idade) selecionadas a partir do projeto MAVAN.

O estudo apresentado no capitulo 3 foi realizado também em colaboragdo com a
McGill University, University of Toronto e McMaster University. Durante 0s meses de
julho/2018 e julho/2019 visitei o servi¢o do Ludmer Center, periodo em que trabalhei na
construgdo de escores poligénicos baseados na expressdo e em analises de interacdo gene-
ambiente. Os dados para estas analises provém do banco da coorte principal MAVAN,
cuja amostra incluiu 135 criancas de 5 anos de idade, que foram comparados com
resultados de dados provenientes de 4223 participantes de 9 anos de idade da coorte
ALSPAC. O projeto ALSPAC é um estudo prospectivo transgeracional que investiga
influéncias na salde e no desenvolvimento ao longo da vida, considerando multiplas
exposicdes genéticas, epigenéticas, bioldgicas, psicoldgicas, sociais e outras exposicdes
ambientais em relagdo a outros contextos de salde, sociais e de desenvolvimento (154).

A seguir, seguem 0s resumos em portugués de cada um dos dois estudos

publicados.
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7.1 Capitulo 1- Artigo 1

O capitulo “Neurodevelopmental and Behavioral Effects of Variations in Omega-
3 Polyunsaturated Fatty Acids Levels in Vulnerable Populations” foi publicado no livro
“Omega 3 Fatty Acids in Brain and Neurological Health”, Watson RR, De Meester F,
SECOND edition, Elsevier, publicado em junho de 2019.
DOI 101016/B978-0-12-815238-6.00019-5

Efeito das Variagdes nos Niveis de Acidos Graxos Poli-insaturados no
Comportamento e Neurodesenvolvimento em PopulacGes Vulneraveis

Variagbes na disponibilidade de &cidos graxos poli-insaturados (PUFAS)
plasmatica e tecidual alteram o desenvolvimento cerebral modificando desfechos
neuropsicoldgicos. Os PUFAs influenciam no metabolismo, na regulacdo e na resposta
celular e tecidual da sinalizacdo neuro-humoral. Estudos experimentais demonstraram
que a diminuicdo nos niveis de PUFAs durante o neurodesenvolvimento leva a prejuizos
na neurogénese, no metabolismo dos neurotransmissores, no processo de aprendizagem
e na fungdo visual. Ensaios clinicos e estudos epidemiolégicos demonstraram que a
diminuicdo plasmética do acido docosaexaenoico (DHA) foi associada com o risco
aumentado para deficiéncias no desenvolvimento neural e visual em bebés e criancas,
especialmente para aqueles expostos a adversidades (por exemplo, pequenos para idade
gestacional e/ou prematuros). Este estudo revisara os principais aspectos do metabolismo
e da funcdo dos PUFAs no sistema nervoso de populacBes vulneraveis, discutindo
também sua atuacdo nas varias etapas do ciclo vital e seu papel na prevencéo e tratamento

de transtornos neuropsiquiatricos.
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7.2 Capitulo 2 - Artigo 2

Artigo “Moderating effect of PLIN4 genetic variant on impulsivity traits in 5-year-
old-children born small for gestational age” foi publicado na revista Prostaglandins,
Leukotriens and Essencial Fatty Acids, 2018; 137: 19-25.
PMID: 30293593 DOI: 10.1016/j.plefa.2018.07.013

Variante do gene da PLIN4 e reducéo da impulsividade em criancas nascidas
pequenas para idade gestacional

PLIN4 é uma proteina pertencente a familia PAT que atua no armazenamento de
goticulas de lipidios. Uma das isoformas da proteina humana PLIN4, codificada pelo
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) rs8887, interage com os acidos graxos poli-
insaturados 0mega-3 (n-3 PUFAS), conferindo efeito protetor sobre a obesidade. Esta
interacdo é dependente da presenca do alelo A do SNP rs8887. Curiosamente, individuos
que apresentam restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) também sdo mais sensiveis
aos efeitos da dieta com n-3 PUFAs. Embora apresentem preferéncia para alimentos
palataveis e menor controle inibitério para um lanche apetitivo, criangas nascidas com
RCIU apresentam menos food fussiness e alimentacdo externa quando expostas a uma
dieta com n-3 PUFAs, sugerindo que, nesta populagdo, a dieta com 6mega-3 se associa a
padrdes de comportamento mais adaptativos. A hipo6tese deste estudo é que a presencga do
alelo A do SNP rs8887 interage com o peso ao nascer, influenciando no controle
inibitério. Utilizamos dados do genétipo e de comportamento neuropsicolégico de uma
amostra de 254 criancas de cinco anos de idade da coorte MAVAN, proveniente do
Canada. Caracterizamos o crescimento fetal através da razdo do peso ao nascer (BWR).
N&o encontramos diferencas significativas entre os grupos dos carreadores do alelo A
comparados aos ndo carreadores quanto aos principais confundidores (peso ao nascer,
idade gestacional, duracdo da amamentacdo, sexo, escolaridade materna e renda,
tabagismo durante a gestagéo e ingestdo de n-3 PUFAS na infancia). Houve uma interacdo
significativa entre 0 BWR e a presenca do alelo A na tarefa que avaliou controle
inibitério, em que menor peso ao nascer estava associado com baixo controle inibitorio
apenas nos individuos ndo carreadores. No grupo dos carreadores do alelo A que
apresentam maior sensibilidade aos n-3 PUFAs da dieta, o efeito da RCIU foi abolido.
Os n-3 PUFAs parecem ser importantes fatores que participam na associacao entre baixo
peso ao nascer e controle de impulsos em criangas, com implicagdes em prevencao
primaria de varias condigdes associadas a deficits em comportamentos inibitdrios, tais

como transtornos hipercinéticos e alteragfes do comportamento alimentar.
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7.3 Capitulo 3- Estudo 3
Escore poligénico baseado na co-expressao génica, qualidade ambiental

precoce e impulsividade/ TDAH na infancia

Resumo

Sabe-se que os PUFAs modulam a neurotransmissao dopaminérgica, aumentando a
sensibilidade a recompensa no estriado e diminuindo a impulsividade no cortex pre-frontal.
Esses efeitos parecem particularmente intensos em individuos expostos a adversidade
precoce. Pesquisas de interacbes gene-ambiente (GXA) investigam ndo apenas a
sensibilidade genética a influéncias ambientais, mas também se estas variagdes refletem o
modelo de diatese-estresse classico e orientado para a patologia ou o modelo de
susceptibilidade diferencial inspirado na adaptacdo evolutiva. Enquanto o primeiro estipula
que alguns individuos sdo desproporcionalmente vulneraveis aos efeitos negativos da
adversidade contextual, o segundo sugere que individuos suscetiveis as condicbes
ambientais negativas sdo desproporcionalmente beneficiados por um ambiente de apoio. Na
tentativa de ampliar a capacidade de predizer fatores ambientais e genéticos associados a
doencas comuns complexas, criamos: a) um escore de risco poligénico baseado na co-
expressao com um gene de interesse - ePRS - como uma ferramenta de predicdo que
considera que os genes operam em redes e que possuem fungdes bioldgicas coerentes; b) um
escore ambiental que mede tanto adversidade como suporte ambiental. Para conferir
robustez, os achados da coorte principal foram comparados com outra coorte. Nossa hipétese
é de que redes de genes situadas no cortex pré-frontal (CPF), envolvidas na resposta celular
aos PUFAs, moderam a associacdo entre fatores ambientais e desfechos na salude mental
infantil e de que estes individuos vulneraveis apresentam um beneficio desproporcional
guando em ambientes de suporte. Selecionamos o gene FADS1, que participa do
metabolismo dos PUFAs e estd associado ao TDAH e criamos um escore baseado na co-
expressao poligénica ao FADS1 no CPF. Também elaboramos um escore de adversidade-
suporte ambiental, que chamamaos de escore C, calculado com base em medidas consideradas
de risco ou protecdo no periodo pos-natal. Estes escores foram calculados a partir de dados
amostrais de criangas das coortes MAVAN e ALSPAC. Os resultados da interagdo gene-
ambiente na coorte MAVAN evidenciaram que em um ambiente adverso, criangas com
escores que refletem uma menor expressao génica dos genes que compdem a rede FADS1
no CPF apresentavam maior impulsividade reflexiva e pontuacé@o para sintomatologia de

TDAH, de acordo com o modelo de diatese de estresse. Na coorte ALSPAC, os resultados
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das interacfes entre escore genético e ambiental mostraram predominancia do efeito do
ambiente precoce sobre a base genética, corroborando com a hipétese de que areas que
maturam tardiamente sdo mais sensiveis ao meio. Conforme nossos dados demonstraram,
individuos expostos a adversidades pds-natais apresentam maior vulnerabilidade, no cértex
pré-frontal, a variacbes na expressao génica de redes envolvidas com a biossintese de
PUFAs, evidenciando pior desempenho em funcdes executivas. A medida que o tempo
passa, 0 cortex pré-frontal torna-se mais sensivel ao fator ambiental, sugerindo uma
programacdo diferencial, uma estratégia adaptativa que amplifica repertorios
comportamentais de uma regido conhecida como “cérebro social”. Assim, tanto mecanismos
genéticos que regulam aspectos nutricionais (PUFASs), quanto variagbes no ambiente
precoce (distarbios no cuidado parental), sdo elementos de neuroplasticidade dindmicos.
Nossos dados levantam questes importantes para estratégias de prevencdo e tratamento em
transtornos neuropsiquiatricos e também para investigacdo envolvendo plasticidade

bioldgica diferencial.

Palavras-chave: escore de risco poligénico baseado na expressdo (ePRS); adversidade
precoce; n-3 PUFASs; impulsividade; TDAH
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1 Introducéo

Os genes interagem com o0 ambiente influenciando o desenvolvimento infantil e o
risco para doencas ao longo da vida. Evidéncias crescentes sugerem que déficits de acidos
graxos Omega-3 (n-3 PUFAS) podem alterar fungbes executivas durante o
neurodesenvolvimento, modificando a expressdo de fenotipos de impulsividade e
controle inibitorio, como no transtorno de deficit de atengdo e hiperatividade (TDAH)
D).

O TDAH esta entre os transtornos do neurodesenvolvimento mais comumente
diagnosticados, afetando aproximadamente 8% a 12% das criangas em todo o mundo,
com até 65% dos individuos apresentando sintomas e prejuizos neuropsicolégicos na
idade adulta (2). Variagdo em correlatos neurais, diversidade em perfis cognitivos-
comportamentais e de trajetorias de desenvolvimento revelam a natureza etiolégica
heterogénea complexa desse transtorno (3). Pesquisas sugerem que variantes genéticas e
fatores de risco pré e pos- natais estdo relacionados a manifestagdo de sintomas de TDAH
e parecem estar associados a varios outros desfechos neurodesenvolvimentais e
psiquiatricos (4). Os fatores de risco ambiental, incluindo riscos relacionados a salude
materna, complicac¢Oes na gravidez e no nascimento, lesdes cerebrais traumaticas e outros
fatores relacionados a estilo de vida foram associados ao TDAH (5), assim como a
interacdo destes fatores com a genética (6).

Os n-3 PUFAs modulam a neurotransmissdo dopaminérgica, aumentando a
sensibilidade para recompensas no estriado e regulando a impulsividade e o controle
inibitério no cértex pré-frontal (CPF)(7), tendo sido demonstrado que individuos
expostos a adversidade precoce parecem mais sensiveis a variagdes dos dmega 3 (8). Um
estudo experimental demonstrou que estresse precoce aliado a deficiéncia nutricional de
n-3 PUFAs, levaram a alteracfes metabdlicas e comportamentais (9), sugerindo que
adversidades modificam a sensibilidade aos n-3 PUFAs e que esta associacdo modela
desfechos neurofisiol6gicos. Outro estudo mostrou que a associagdo entre restricdo de
crescimento intrauterino (RCIU) e controle inibitorio deficiente modificava-se através
dos n-3 PUFAs presentes na dieta (10).

O acido docosaexaenoico (DHA), um acido graxo 6mega-3 de cadeia longa (n-3
LC-PUFA), fornecido pela dieta ou através da biossintese enddgena a partir do &cido o-
linolénico (ALA), acumula-se principalmente no hipocampo e no cortex pré-frontal
durante o pico de crescimento cerebral perinatal. O DHA desempenha um importante

papel no desenvolvimento e no funcionamento do sistema nervoso (11-13), sendo
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essencial na regulacdo de aspectos neuropsicologicos e metabolicos, na modulacdo do
humor, do comportamento e do metabolismo energético (12, 14-17). Estudos
longitudinais demonstraram que tanto a suplementacdo quanto a ingestdo dietética
precoce de DHA associavam-se a melhora na fungédo cognitiva (18-20). No entanto, ainda
ndo foi possivel diferenciar se estes resultados se associaram unicamente ao DHA ou
também a fatores como amamentacdo, dieta saudavel e status socioeconémico, por
exemplo. Consequentemente, os efeitos especificos da dieta e da suplementacdo com
DHA na primeira infancia precisam ser investigados.

Variantes genéticas alteram a capacidade de sintetizar ou de utilizar os LC-PUFASs
no cérebro. Os genes FADS (do inglés, fatty acids desaturases) estdo localizados em um
aglomerado 100 quilobases no braco longo do cromossomo humano 11 (HSA11lqgl2-
13.1) (21) e codificam enzimas dessaturases, responsaveis pela biossintese de &cidos
graxos insaturados. Variantes génicas no complexo FADS influenciam a disponibilidade
plasmatica, tecidual e celular de PUFAs a curto, médio e longo prazo (22-24), tendo sido
implicadas na reducdo da biossintese de LC-PUFA (25). Um estudo de varredura
genémica (GWAS) identificou alguns loci dos genes do complexo FADS1-2 que
associavam-se a niveis mais altos de ALA, um n-3 PUFA e de &cido linoleico (LA), um
n-6 PUFA e niveis mais baixos de EPA e de DHA (26), sugerindo que a concentracao
sérica de PUFAs possui um importante componente de herdabilidade. Outras duas
pesquisas descreveram uma associacdo entre variantes genéticas do agrupamento de
genes FADS1-2 e os niveis plasmaticos maternos de LC-PUFA (27, 28) sobre habilidades
sociais em criancas (29). Rzehak et al. (24), através de coortes de nascimentos de base
populacional, demonstraram que a composi¢do plasmatica de PUFAs em criancas era
fortemente controlada pelo complexo de genes FADS. O TDAH esteve associado a
polimorfismos dos genes FADS em um estudo de ligacdo e em outro estudo de gene
candidato (30, 31). Neste ultimo trabalho, somente o grupo com a variante do gene
FADS1 exposto a adversidade apresentou associacdo com TDAH (30, 31). Estes estudos
demonstraram que variantes do complexo FADS influenciam a disponibilidade
plasmaética e tecidual de curto, médio e longo prazo dos PUFAS, estando associadas a
variacOes nos niveis de LC-PUFA e a fendtipos humanos complexos (22, 24, 25, 32-34).

Variantes genéticas atuam sobre os acidos graxos da dieta, contribuindo de
maneira diferencial na estruturacdo e funcionamento do sistema nervoso central desde
0s estagios precoces, programando variados desfechos clinicos (23, 25, 33, 35). A dieta

ocidental moderna tem contribuido para o inicio e a progressao de doencas crénicas uma
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vez que componentes dietéticos mal adaptativos estdo associados a obesidade e a
interacGes patoldgicas entre dieta e gene (35). A dieta ocidental aumentou em pelo menos
trés vezes a quantidade de LA, através da adicdo de Oleos vegetais e alimentos
processados, aumento que tem sido associado a um impacto significativo na salde (36).
Estudos demonstraram que variantes relacionadas a via biossintética dos LC-PUFA,
especialmente no grupo dos genes FADS, estdo associadas a variagdes nos niveis de
PUFAs circulantes e teciduais e a varios biomarcadores e parametros clinicos
inflamatorios e cardiovasculares (37, 38). Por exemplo, um estudo mostrou que variantes
geneéticas dos genes FADS1-2 conferiram suscetibilidade a distarbios inflamatorios em
criancgas (39). Outra pesquisa descreveu que variantes do cluster FADS se associavam a
doencas inflamatorias e funcdo cerebral, agindo através de produtos moleculares
intermediarios sobre niveis cerebrais de PUFAs (40).

Multiplas formas de adversidade precoce predizem o risco de psicopatologia ao
longo da vida (41-45). Estudos do Kaiser Center for Disease Control mostraram que o
numero de experiéncias adversas na infancia prediz uma ampla gama de desfechos, como
depressdo e uso de substancias, doencas cardiovasculares e risco de suicidio e agressdo
(46-50). Nestes estudos, varias formas de eventos adversos foram consideradas de
maneira aditiva e o indice cumulativo de adversidade foi usado como preditor de
desfechos ao longo da vida, evidenciando a correlacdo entre exposicdo a inimeros
estressores durante diferentes periodos do desenvolvimento (51). A maioria das pesquisas
investiga separadamente adversidades extremas; embora tais estressores sejam mais
comuns do que se pensava inicialmente, a intensidade da exposicdo em toda a populacdo
pode ser mais branda, com pouca variagdo nos componentes discretos dessas pontuagdes
e o risco de um desfecho negativo provavelmente dependera de outras adversidades sutis
(52). Além disso, sabe-se que os individuos apresentam sensibilidade heterogénea para
experiéncias traumaticas precoces e exposicdes ambientais (53), refletindo ou (i) o
modelo cl&ssico de diatese-estresse, que postula que algumas pessoas sao
desproporcionalmente vulneraveis aos efeitos negativos da adversidade contextual (54)
ou (ii) o modelo da suscetibilidade diferencial, que propde que estes mesmos individuos
também se beneficiariam desproporcionalmente de suporte e enriquecimento contextual
(55-57). Apesar da énfase de modelos GXA em exposi¢des ambientais adversas e
favoraveis, a maioria das pesquisas observacionais que estudam a suscetibilidade
diferencial se concentrou na presenca ou auséncia de adversidade, o que poderia enviesar

os resultados. A partir de metodologias rigorosas que avaliaram a natureza de interacGes
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GXA (58-60), propomos um modelo de plasticidade fenotipica a partir de uma ampla
variacdo entre ambientes altamente negativo ao altamente positivo (55, 61). Neste
trabalho, utilizamos uma escala que parametriza escores ambientais, com base nas
mesmas medidas, para mensurar a variagdo ambiental num dado momento, escalonando
adversidade versus suporte. Usando dados de dois estudos longitudinais de coortes de
nascimentos, calculamos um escore cumulativo de adversidade e de suporte com base no
numero de condicBes pos-natais.

Estudos de GWAS (do inglés, genome-wide associations study) e de escores de
risco poligénico (do inglés, poligenic risk score, PRS) identificam associacfes
estatisticamente significativas de polimorfismos de nucleotideo unico (do inglés, single
nucleotide polymorphism, SNPs) e uma determinada condi¢cdo ou caracteristica, mas
ignoram o fato de que os genes operam em redes e codificam func@es biologicas precisas
em tecidos especificos. A fim de criar um biomarcador que reflita a fisiopatogenia
multidimensional das doencas complexas, elaboramos uma ferramenta de avaliacdo que
considera redes génicas produzindo funcdes bioldgicas coerentes e adaptativas (escore
poligénico baseado em expressdo, do inglés expression.-based polygenic risk score,
ePRS). Através de uma nova abordagem genémica que cria pontuacdes poligénicas que
representam a funcdo de redes genéticas em areas cerebrais especificas e um escore que
reflete amplas variacGes de contexto ambiental, o objetivo deste trabalho é investigar: 1-
a forca e a amplitude de associagdes entre a medida cumulativa de adversidade e suporte
po6s-natais e os desfechos de impulsividade e sintomas de TDAH; 2- o efeito da
associacdo entre a variacdo da expressdo génica da rede do FADS1 no CPF (envolvida no
metabolismo dos PUFAS) e o ambiente pos-natal (adversidade e suporte) sobre desfechos

de impulsividade e TDAH; 3- 0 modelo de plasticidade fenotipica resultante da GXA.

2 Métodos
2.1 Participantes

Utilizamos dados de duas coortes prospectivas de nascimentos, uma baseada no
Canad4, a coorte principal, Maternal Adversity, Vulnerability and Neurodevelopment
(MAVAN) (62), e outra coorte baseada em Bristol, o0 chamado projeto The Avon
Longitudinal Study of Parents and Children- ALSPAC (63).
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Coorte principal- MAVAN

MAVAN ¢é uma coorte comunitaria formada por mées canadenses e seus filhos,
na qual as entdo gestantes com mais de 18 anos foram recrutadas em Montreal (Quebec)
e Hamilton (Ontério), Canada. A aprovacao para o projeto MAVAN foi obtida nas
Universidades McGill, McMaster e na Universidade de Montreal e nos hospitais Royal
Victoria, Geral Judaico, Maisonneuve-Rosemount, St. Joseph's, além do Centro
Hospitalar da Universidade de Montreal. Um total de 135 criancas de ambos 0s sexos
apresentaram dados completos [registros de nascimento, gendtipo e tarefa informational
sampling task (IST), da bateria CANTAB] aos 5 anos de idade e foram incluidos neste
estudo.

Coorte de comparagéo - ALSPAC

ALSPAC é um estudo observacional prospectivo transgeracional que investiga
influéncias na salde e no desenvolvimento ao longo da vida. Ele considera multiplas
exposicdes geneticas, epigenéticas, biologicas, psicoldgicas, sociais e outras exposicoes
ambientais em relagdo a uma gama igualmente diversificada de resultados de salde,
sociais e de desenvolvimento. 14541 gestantes com idade minima de 18 anos foram
recrutadas para acompanhamento entre o periodo de 1990-92. O projeto envolveu a
coleta de uma ampla gama de medidas fenotipicas e ambientais, além de amostras
biolégicas. Foram coletadas varias medidas de IMC, composicdo corporal, glicose e
insulina ao longo do tempo, bem como preferéncia e comportamento alimentar, além de
avaliacBes psicométricas. A aprovacdo ética do estudo foi obtida no Comité de Etica e
Direito da ALSPAC (IRB n°00003312) e nos comités locais de ética em pesquisa (Bristol
e Weston Health Authority, Southmead Health Authority e Frenchay Health Authority).
O consentimento informado para o0 uso dos dados coletados por meio de questionarios e
clinicas foi obtido dos participantes, seguindo as recomendacdes do Comité de Etica e
Direito da coorte ALSPAC. Os dados ALSPAC utilizados neste projeto foram adquiridos

atraves do financiamento de pesquisa do Canadian Institutes of Health Research (CIHR)

de acordo com 0 ALSPAC access policy, disponivel em http://www.bristol.ac.uk/media-
: . . . .
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2.2 Preditores
2.2.1 Escore poligénico baseado na expressdo- ePRS

Selecionamos o gene FADS1 — relacionado a biossintese dos PUFAs. Utilizando
um protocolo previamente descrito (64, 65), genes CO-exXpressos € CO-repressos ao
FADS1 no CPF foram extraidos (r> = +/-0.5) na plataforma BrainEAC (Brain eQTL
Almanac: http://www.braineac.org/). No atlas BRAINSPAN (Atlas do Cérebro Humano

em Desenvolvimento, https://www.brainspan.org/) (66), filtramos genes 1.5 vezes

superexpressos no CPF regulados por idade, do nascimento aos 11 anos. Apds mergir as
duas listas, utilizamos os resultantes 241 genes co-expressos ao FADS1 e mais expressos
no periodo selecionado da infancia para buscar as respectivas variantes genéticas no
banco online do National Center for Biotechnology Information (NCIB:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/view/). Usando a expressdo genotipica tecidual

[(GTEX) https://www.gtexportal.org/home/ ] (67), 0s SNPs coletados foram entéo

ponderados usando dados da expressdo génica de acordo com o genotipo das criancas do
MAVAN (68) e ALSPAC (69), agregando em uma pontuacdo por individuo. A partir
desse procedimento, foi possivel calcular a mediana do escore genético, classificando os
individuos entre a alta e baixa expressdo génica da rede FADS1-CPF. A figura 1

representa as etapas de elaboragdo do escore genético.
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Figura 1. Fluxograma das etapas envolvidas na criagdo do escore de risco poligénico
baseado nos genes co-expressos ao FADS1 no cdrtex pré-frontal (ePRS FADS1- CPF).
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2.2.2 Escore ambiental C

O escore ambiental pds-natal utilizou medidas de adversidade e de suporte do
ambiente, a partir de dados de estudos prévios (65, 68, 70). A tabela 1 apresenta variaveis
e pontos de corte que foram usados para 0s célculos em ambas as coortes. Esta pontuacdo
considerou aspectos adversos e também condigdes positivas ambientais. A presenca de
cada componente positivo estabelecido pelo seu ponto de corte recebeu 1 ponto. A
pontuacdo total foi representada pela soma dos pontos. Os percentis de peso ao nascer e
a renda bruta da familia foram calculados usando referéncias locais (71). As informacdes
de saude mental materna foram extraidas de diferentes questionarios: Inventario de
Depressdo de Beck (BDI), um inventério autoaplicavel de 21 perguntas e maltipla escolha
que avalia gravidade de sintomas depressivos (72); Edinburgh Postnatal Depression
Scale (EPDS), uma escala de autorrelato de 10 itens projetada para rastrear a depressao
pos-parto (73) e o State-Trait Anxiety Inventory (STAI), escala autoaplicavel de duas
versoes de 20 itens cada usados para medir tracos e estados de ansiedade (74). Para medir
0s tipos de estilos de apego em criancas em idade pré-escolar, foi utilizado Preschool
Separation — Reunion Procedure (PSRP) (75), tendo uma interacdo de base seguida por
dois episodios de separacdo e reunido com duragdo de 5 minutos gravados e pontuados
atraves de video (confiabilidade k = 0,83). O Family Assessment Device (FAD), um
instrumento de autorrelato de 60 itens, foi usado para avaliar diferentes dominios do
funcionamento da familia (76). A escala de tensdo conjugal de Pearlin e Schooler foi
usada para avaliar o estresse crénico com o parceiro (77). Por fim, um questionario de
autorrelato de amamentacdo (78) foi usado para investigar a idade em que o bebé (em
semanas) foi alimentado pela primeira vez com algo diferente de leite materno e a idade

do bebé (em semanas) quando as mdes interromperam a amamentacao.
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Tabela 1. Variaveis e pontos de corte usados para criar pontuacfes de adversidade e
suporte para o escore ambiental C pds-natal nas coortes MAVAN e ALSPAC

Escore C Coorte
MAVAN ALSPAC
Adversidade Hospitalizagdo nos primeiros 6 meses Hospitalizagdo nos primeiros 6 meses
de vida de vida
Percentil do tamanho de nascimento Percentil do tamanho de nascimento
<10 0ou >90 <10 ou>90
Idade gestacional < 37 semanas Idade gestacional < 37 semanas
Fumo durante a gestacé&o. Fumo durante a gestacéo.
Renda bruta total < 30.000 $ indice de densidade domiciliar pds-
natal > 1
Problemas financeiros > 7 Problemas financeiros > 7
Violéncia doméstica/abuso sexual Violéncia doméstica/abuso sexual

Apego inseguro

Fungdo familiar deficiente FAD >

2,00

Escore de tensdo conjugal > 3,32

Saude mental materna; BDI > 14, Salde mental materna;: BDI> 14,

EPDS > 9 ou STAI > 92 EPDS >9 ou STAI > 92
Suporte Tamanho no nascimento > 40% e < Tamanho no nascimento > 40% e <
70% 70%
Idade gestacional 39- 40 semanas Idade gestacional 39- 40 semanas
Renda bruta total> 80.000 $ Indice de densidade domiciliar pds-
natal < 0,56
Amamentacdo > 3 meses Amamentacdo > 3 meses

Apego seguro

Boa funcéo familiar FAD < 1,15

Tensédo conjugal< 1,45
Postnatal Depression Scale (EPDS), Inventario de Depressdo de Beck (BDI), Family
Assessment Device (FAD)

2.3 Desfechos utilizados na coorte MAVAN

2.3.1 Information Sampling Task (IST) da bateria CANTAB, foi projetado para medir
a impulsividade de reflexdo e tomada de decisdes (79) e foi aplicada aos 72 meses de
idade dos participantes do MAVAN. O IST mede a impulsividade de reflex&o calculando
a probabilidade em selecionar a resposta correta apos a tomada de decisdo com base nas
informac0es previamente coletadas. Em cada tentativa, as criangas sdo apresentadas a
uma matriz 5 x 5 de caixas cinza e dois painéis coloridos em uma tela de computador
(Figura 2). Os participantes sdo informados de que é um jogo de pontos, vencido pela
escolha correta da cor sob a maioria de caixas cinza. Ao tocar em uma caixa cinza,
imediatamente abre essa caixa para revelar uma das duas cores exibidas na parte inferior
da tela. Os participantes podem abrir caixas por vontade propria sem limite de tempo

antes de decidir entre uma das duas cores, indicando sua decisdo tocando em um dos dois
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painéis na parte inferior da tela. Quando o fazem, as caixas restantes sdo descobertas e
uma mensagem é exibida para informéa-las se estdo ou ndo corretas. A principal medida
de resultado de desempenho €é a probabilidade média de estar correto no ponto de decisdo
(P Correct). Assim, P Correct é a probabilidade de que a cor escolhida no ponto de
decisdo esteja correta, com base apenas na evidéncia disponivel para o sujeito no

momento da tarefa, dependendo da quantidade de informacdes utilizadas (80-82).

Figura 2. Information Sampling Task (83)

2.3.2 Child behavior check list -CBCL (84) preenchido aos 48 e 60 meses. O CBCL é
um instrumento amplamente usado para avaliar problemas sécio emocionais e
comportamentais em criangas. O CBCL é um formulario respondido pelos pais no qual a
pontuacdo é baseada em dominios comportamentais reunidos em subescalas. A versdo
para criangas com idade entre 6 meses e 5 anos € composta por 99 itens a serem
respondidos pelos responsaveis da crianca. Os itens avaliam sete escalas de sindromes:
emocionalmente reativo; ansioso-deprimido; queixas somaticas; retraido; problemas do
sono; problemas de atencdo e hiperatividade; comportamento agressivo. Os quatro
primeiros dominios constituem os problemas internalizantes e os dois ultimos formam os
problemas externalizantes. As sete escalas de sindrome juntas expressam os problemas
emocionais e comportamentais totais. Cada avalia¢do ¢ classificada como “normal”,
“limitrofe” ou “clinica”. Além do resultado que indica as escalas da sindrome, o CBCL
também avalia estressores gerados orientados conforme Manual Diagnostico e Estatistico

de Transtornos Mentais — 1V.
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2.4 Desfecho utilizado na coorte ALSPAC

2.4.1 Strengths and Difficulties Questionnaire (SDQ): é um instrumento para triagem
de problemas em salde mental criado por Robert Goodman na década de 1990. Desde
entdo, tem sido amplamente utilizado em pesquisa cientifica e no contexto clinico para
identificar transtornos mentais, avaliar a gravidade dos sintomas e / ou o0 impacto da

psicopatologia em criancas e adolescentes (85).

2.5 Analises de enriquecimento /Validagdo da rede de co-expressdo FADS1- CPF

2.5.1 Anélise de enriquecimento de ontologia genética

O projeto Gene Ontology fornece uma fonte abrangente de gendmica funcional.
O projeto é um esforco colaborativo que cria anotacdes baseadas em evidéncias para
descrever os papéis bioldgicos de produtos genémicos individuais (por exemplo, genes,
proteinas, complexos), classificando-os usando as ontologias descritas conforme
Ashburner et al., 2000 (86). O termo ontologia genética (OG) pode ser usado para
descrever trés tipos de produtos de genes, inclusive o processo bioldgico no qual eles
estdo implicados, sua funcdo molecular e localizacdo subcelular (87). analise de
enriquecimento das ontologias funcionais dos genes incluidos no ePRS-FADS1 foi
realizada usando o MetaCore™ (Clarivate Analytics: https: //portal.genego. com) e estéd
ilustrado no material suplementar, nas figuras 1,2,3 e 4. A anélise dos processos
bioldgicos foi realizada no sistema de classificacdo Panther™ (do inglés, protein analysis
through evolutionary relationships) (88), conforme demonstrado em material
suplementar. Este sistema de classificacdo é um grande banco de dados biologico de
familias de genes e proteinas e suas subfamilias relacionadas funcionalmente que podem

ser usadas para classificar e identificar a funcéo de produtos genéticos.
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2.5.2 Andlise de redes de interacdo proteina-proteina:

As redes de interacdo proteina-proteina sdo componentes importantes para a
compreensdo do nivel sistémico dos processos celulares. Essas redes podem ser usadas
para filtrar e avaliar dados genémicos funcionais e para fornecer uma plataforma intuitiva
para anotar propriedades estruturais, funcionais e evolutivas de proteinas. A exploracéo
das redes de interacdo preditas pode sugerir novas direcdes para futuras pesquisas
experimentais e fornecer previsdes entre espécies para um mapeamento eficiente da
interacdo (89). O banco de dados STRING™ (Search Tool for the Retrieval of Interacting
Genes: https://string-db.org) foi usado para analisar interacfes funcionais entre a proteina
correspondente da nossa lista de genes co-expressos FADS1 (241 genes) e 0s 241 genes
principais selecionados, associados aos SNPs do GWAS para TDAH (41), conforme

apresentado no material suplementar.

2.6 Andlise Estatistica

Os dados foram analisados usando o Statistical Package for the Social Sciences
versdo 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) e do programa R. Os niveis de significancia para
todas as medidas foram estabelecidos em = 0,05. O teste t de Student foi realizado para
comparar 0s dados continuos das caracteristicas da amostra. Testes de Chi quadrado
foram realizados para analisar as variaveis categoricas das caracteristicas da amostra.
Utilizamos de regressdes lineares para examinar o efeito da interacdo entre o escore
genético (divisdo mediana para ePRS baixo e alto) e o escore C pds-natal. Os resultados
obtidos a partir das regressées foram submetidos a analises post hoc, para identificar
diferencas. As analises de enriquecimento de rede de genes, a construcdo da rede de
interacdo proteina-proteina e de seus processos bioldgicos foram realizados usando o
MetaCore™, o banco de dados STRING™ e o sistema de classificacdo PANTHER™,

respectivamente.
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3 Resultados

Néao encontramos diferencas significativas entre os dois grupos de escores
genéticos considerando as principais variaveis de base analisadas, conforme demonstrado
na Tabela 2. Utilizamos varidveis bem estabelecidas que podem afetar o
neurodesenvolvimento infantil como possiveis confundidores: peso ao nascer e idade

gestacional, idade materna, status socioeconémico e nivel de escolaridade materna.

Tabela 2. Caracteristicas amostrais na coorte MAVAN

Caracteristicas amostrais Total baixo FADS1  alto FADS1 p
(N = 135) (N =58) (N=77)

Género (M) 48.9% (66)  50.0% (29) 48.1% (37) 0.823
Idade maternal (anos)a 30.73 (4.65) 31.41 (4.96) 30.21 (4.37) 0.141
Idade gestacional (semanas)a 39.18 (1.23) 38.98 (1.18) 39.32(1.25) 0.109
Peso ao nascer (gramas)a 3310 (460) 3301 (388) 3316 (510) 0.850
Amamentacao (meses)a 7.37(4.87) 7.59 (4.72) 7.21 (5.00) 0.655
Tabagismo na gestacaon 12.6% (17) 8.6% (5) 15.6% (12) 0.227
Educacdo maternan 57.0% (77)  56.9% (33) 57.1% (44) 0.977
Baixa renda (60 meses) b 14.2% (19) 12.3% (7) 15.6% (12) 0.588

a teste t Student; oteste de Chi quadrado. Dados expressos em medias+SEM ou proporc¢des
(percentual)

Os resultados da coorte MAVAN evidenciaram uma interacdo significativa entre
0 escore C pés-natal e a baixa expressao da rede de gene FADS1, no questionario que
avalia sintomas de TDAH ( 3=388.3, p=0.003). A anélise post hoc indicou que em um
ambiente adverso, a baixa expressao da rede do gene FADS1- CPF prediz sintomas de
TDAH (B=-0.48, p<0.00), conforme o gréfico da Figura 3. Também observamos um
efeito de interacdo estatisticamente significativo entre o escore C pos-natal e a baixa
expressdo da rede do gene FADS1-CPF na tarefa do IST ( f=9.07 p=0.037). A anélise
post hoc revelou que adversidade pds-natal estava associada a um pior desempenho na
tarefa que avaliou impulsividade reflexiva, a medida que a expressao génica da rede do
FADS1-CPF diminuia ( $=0.02, p= 0.0005; Figura 4), no grupo de criancas de 5 anos da

coorte MAVAN. A analise das interagdes dos graficos das Figuras 3 e 4 revelou estar em
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acordo com o modelo de diatese-estresse, segundo o método de Roisman et al., (2012)
(60); os dados foram agrupados por desvio padréo, para fins de visualizag&o.

Ao analisar os resultados da coorte ALSPAC, evidenciamos interacdes
significativas entre o escore genético da expressdo da rede do FADS1-CPF e o escore
ambiental C, no desfecho que avaliou hiperatividade em criangas aos 9 anos, conforme
=-141.82, p=0.02. A andlise post hoc indicou efeitos significativos tanto para o grupo
de baixa expressdo génica (p=-0.13, p=0.00) quanto para 0 grupo de alta expressao da
rede do gene FADS1, com =-0.23 e p=0.00, sugerindo que, nesta situagcdo, o ambiente
adverso pés-natal desempenhe um papel preponderante na interagdo, principalmente para
0 grupo baixa expressdo (f=-0.13, p=0.00). A analise da interacdo da expressao génica
representado no grafico da figura 5 evidenciou o efeito compativel com suscetibilidade

diferencial.

Tabela 3. Caracteristicas amostrais na coorte ALSPAC

Caracteristicas amostrais Total baixo FADS1  alto FADS1 p
(N =4223) (N =2116) (N =2107)

Género (M)b 50.4% (2129) 50.6% (1070) 50.3% (1059) 0.842
Idade materna (anos)a 39.76 (1.26) 39.76 (1.28) 39.77 (1.24) 0.724
Peso ao nascer (gramas)a 3503 (460) 3507 (469) 3500 (451) 0.597
Amamentacao (meses)a 51.1% (2158) 51.9% (1099) 50.3% (1059) 0.276
Tabagismo na gestacdon 18.5% (782)  17.5% (370) 19.6% (412)  0.084
Indicador de renda- (crowding index) | 40.3% (1577) 40.2% (790)  40.4% (787)  0.900

a teste t Student; » teste de Chi quadrado. Dados expressos em médias+SEM ou proporc¢des
(percentual)
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Figura 3. Child behavior check list -CBCL ADHD problems (MAVAN). O gréfico evidenciou
uma interacdo significativa entre a expressdo génica da rede do gene FADS1 no CPF e 0 escore
ambiental C no questionario que avalia TDAH, em criancas de 5 anos da coorte MAVAN
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Figura 4. Information Sampling Task - mean P correct score, win condition fixed, (CANTAB,
MAVAN): Quanto menor a pontuacdo representada no eixo y, mais impulsiva era a crianca. O
gréfico apresentou uma interacdo significativa entre a baixa expressao da rede do gene FADS1 no
CPF e o ambiente po6s-natal nos primeiros 5 anos de vida nos escores de impulsividade, onde
adversidade se relacionou a escores mais baixos (aumento da impulsividade de reflexdo) nas
criancas da coorte MAVAN.
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Figura 5. Strengths and Difficulties Questionnaire for hiperactivity (ALSPAC): Este grafico

mostrou uma interacdo significativa entre a expresséo da rede do gene FADS1 no CPF e o

ambiente pds-natal nos primeiros 9 anos de vida para hiperatividade, onde a adversidade se
relacionou a escores mais altos nesta populagéo.
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4 Discussao

Neste trabalho, atraves de uma nova ferramenta de bioinformética, demonstramos
que a associacdo entre adversidade precoce e funcgdo executiva na infancia foi moderada
pela expressdo da rede de genes FADS1 especifica do CPF. Através de um escore que
mediu tanto adversidade quanto suporte ambiental, demonstramos que adversidade
precoce e 0 ePRS estavam associados a comportamentos impulsivos e a sintomas de
TDAH em criangas de 5 anos, na coorte MAVAN. Nossos achados evidenciaram que a
baixa expressdo da rede do gene FADS1 no CPF predisse impulsividade reflexiva e
comportamentos relacionados ao TDAH, em criangas expostas a adversidade pds-natal.
A andlise dos resultados também foi capaz de distinguir a natureza da relacdo entre as
variaveis como modelo de duplo risco ou diatese-estresse. Os resultados da interacéo
gene- ambiente para os participantes da coorte ALSPAC expostos a adversidades
precoces mostrou que tanto alta quanto baixa expressdo génica da rede do FADS1 no
CPF, se associaram a pior desempenho na avaliacdo para hiperatividade, com
predominancia de efeito da baixa expressdo génica. Neste caso, a natureza do efeito
moderador encontrado foi de suscetibilidade diferencial genética.

O TDAH pode ser compreendido como uma desordem global da funcéo executiva
(FE) (90). A FE e conceitualmente compreendida como a capacidade de orientar
ativamente comportamentos com base nas representacbes do mundo interior e exterior,
através da coordenacdo de um conjunto heterogéneo de funcbes mediadas pelo CPF,
como controle inibitério, monitoramento de desempenho e memoria de trabalho (91). O
processamento de informacdes e a resposta a desafios ambientais permite ao cortex pré-
frontal desenvolver mecanismos plasticos ligados a habilidades sociais e cognitivas,
auxiliando o individuo a funcionar e se relacionar socialmente. Insultos genéticos e
ambientais podem afetar muitos processos sinapticos, que sao modulados por alteracfes
na expressao, reciclagem, segmentacdo e degradacdo de moléculas sinapticas. Estes
desarranjos atuam sobre redes neurais que podem levar ao aparecimento de transtornos
neuropsiquiatricos (92, 93). Compreender os mecanismos de modulacéo da plasticidade
quando o CPF é particularmente vulneravel permite auxiliar no desenvolvimento
adequado de estratégias de prevencao e de tratamento.

Estudos tém ligado os n-3 PUFAs ao TDAH (18, 94-96) a partir de resultados de
pesquisas em animais expostos a deficiéncias de acidos graxos que apresentaram

prejuizos cognitivos-comportamentais e também sobre a modulacdo do sistema
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dopaminérgico. Além disso, pesquisas com pacientes que apresentavam transtornos
neurodesenvolvimentais tiveram boa resposta de desempenho de funcbes cognitivas apds
a suplementacdo de DHA. Sabe-se que os genes FADS estdo implicados com variacfes
nos niveis de PUFASs teciduais, tendo sido demonstrado que algumas variantes modificam
as concentracfes de LC-PUFA no leite materno (16, 17), sendo responsaveis, em parte,
por efeitos sobre cognicdo (quociente de inteligéncia), emogdo e comportamento. Um
estudo identificou que variantes FADS1 estavam associadas ao TDAH apenas no grupo
com histéria de adversidade precoce (31). Outro estudo relatou influencias de
polimorfismos dos genes FADS sobre concentracbes de n-3 PUFAs no eritrocito
materno, com interrupgao do fornecimento de DHA para o bebé durante a gestacéo (97).
Estudos em animais também demonstraram que alteragdes irreversiveis e persistentes na
composicao fosfolipidica hipotalamica resultaram de uma relagdo n-6: n-3 anormalmente
alta no inicio da vida, o mesmo resultado disfuncional causado pelas dessaturases sobre
a conversdo de ALA em DHA (98). Além disso, os genes FADS1- 2 estdo também
envolvidos na regulagdo dos niveis de eicosanoides pré e anti-inflamatorios (99),
substancias que contribuem para as propriedades fisico-quimicas da membrana (100-
102). Assim, pesquisas que ligaram deficiéncias de n-3 PUFAs, variantes do gene FADS1
e alteracdo em funcgdo executiva estdo em consonancia com nossos resultados da coorte
MAVAN, o que sugere a existéncia de uma alteracdo na rede genetica local do FADSL.
A partir dos resultados encontrados na coorte MAVAN, € possivel supor
alteracBes moleculares ligando a biossintese de DHA com a transmissdo dopaminérgica.
O DHA é um dos varios ligantes do receptor nuclear RXR (103) e, como tal, a ingestédo
alimentar de DHA pode desempenhar um papel na regulacdo do RXR. A familia RXR
consiste em trés isotipos principais: RXR-0, RXR- ¢ RXR-y. RXR-a ¢ expresso no
figado, rim, baco placenta, epiderme e tecido visceral; RXR-B é expresso em quase todos
os tecidos do corpo; RXR-y é expresso principalmente no tecido muscular e cerebral. Os
papéis fisioldgicos do RXR sdo complexos e ndo completamente compreendidos, mas
sabe-se que as isoformas do RXR estdo envolvidas no metabolismo muscular, resisténcia
a insulina, aterosclerose e metabolismo do colesterol, apoptose e uma variedade de
processos de diferenciacdo, incluindo o desenvolvimento neuronal (104). No sistema
dopaminérgico, o RXR é um fator crucial de desenvolvimento e sobrevivéncia neuronal
e atua em conjunto com os receptores NR4A1, proteina 1 relacionada ao receptor nuclear
(Nurrl) e fator de crescimento neural 1B (Nur77) (105). O RXR forma heterodimeros

com muitos outros receptores nucleares, implicando-o em varias vias de transcricdo. Em
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particular, o RXR heterodimeriza com Nurrl e Nur77. Nurrl é crucial para o
desenvolvimento neuronal dopaminérgico, bem como a regulacdo do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal (HHA) (106). Nurrl é expresso principalmente na substancia negra, na
area tegmentar ventral e nas areas limbicas, onde a dopamina desempenha um papel vital.
A expressdo dessas proteinas atinge o pico no embrido, mas permanece alta nos neurénios
dopaminérgicos durante toda a vida util, como o Nurrl expresso em 96% dos neurénios
da substancia negra do adulto (107-109). O Nurrl regula a transcricdo da tirosina
hidroxilase e do transportador de dopamina pela ligacdo ao de elemento de resposta do
fator de crescimento neural 1B (NBRE) na regido ndo traduzida 5' e se liga ao RXR. O
heterodimero resultante desempenha um papel importante no desenvolvimento dos
neurdnios (110, 111). Os campos terminais dopaminéergicos expressam as isoformas
RXR-B ¢ RXR-y. Camundongos deficientes desses receptores tém fungdo motora
prejudicada e diminuicdo da transcricdo de RNAmM dos receptores D1 e D2 no estriado
(112). Verificou-se também que animais knockout para RXR- vy apresentam
anormalidades na plasticidade sindptica e no aprendizado (104). Embora o papel
especifico dos n-3 PUFAs nos efeitos mediados por RXR no sistema dopaminérgico
ainda ndo esteja totalmente elucidado, é provavel que esses acidos graxos influenciem o
desenvolvimento e sobrevivéncia neuronal dopaminérgica através destes mecanismos.
Muitas evidéncias sustentam a associagédo entre adversidade precoce e risco para
o desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos (41, 113-115). Os estudos apontam
para modelos onde adversidades programam alteracdes fisioldgicas, cognitivas e afetivas,
induzindo, por exemplo, alteracBes na atividade dopaminérgica central, levando a
mudangas na funcdo cerebral que promove desinibicdo comportamental e conduta de
risco (114). Sabe-se que alteracGes adaptativas na estrutura e funcdo do CPF durante
periodos criticos do desenvolvimento sdo o resultado da capacidade pléstica cerebral. Os
periodos pré e perinatal sdo descritos como fases de maior vulnerabilidade a insultos,
podendo ser afetados por fatores genéticos e ambientais, este Gltimo incluindo exposicéo
a inflamacéo no atero, complicacdes obstétricas e estresse precoce (116, 117). O estresse
perinatal afeta niveis de expressdo das moléculas envolvidas no eixo HHA e nas vias
inflamatdrias, causando alteracGes persistentes (118, 119) na maturacdo do CPF (120).
Alteragcbes nos sistemas neuromoduladores como o da dopamina podem afetar a
maturacao e integracdo de neurénios inibitorios no circuito local do CPF (121). Estas
alterac@es inibitorias de redes locais afetariam conjuntos neurais na atividade de rede do

CPF (122). Sistemas neuromoduladores também podem afetar o limiar sensorial e a
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relacdo sinal/ruido nos circuitos (123), afetando o controle top-down de comportamento
e motivagdo (124). Além disso, os efeitos da adversidade nos oligodendrdcitos e
mielinizacdo pode afetar a conectividade e a sincronia entre o cérebro e outras areas (125).
Um estudo recente demonstrou que mdaltiplas adversidades na infancia estavam
associadas a alteracdes na composicdo da microbiota intestinal durante a gestacdo
materna. A pesquisa sugeriu que essas alteragdes contribuiriam para ativacdo da resposta
inflamatdria e do estresse: mulheres com alto nivel de estressores e alta ingestdo de n-3
PUFAs tiveram resposta inflamatéria atenuada ao estresse agudo, com efeitos
potencialmente protetores dos dmega-3 nesta populacao. Pesquisas vem apontado o CPF
como a regido cerebral menos restrita & programacdo genética e mais sensivel ao
ambiente e as experiéncias, uma vez que € a Ultima area a amadurecer (126, 127), onde
variantes que codificam proteinas da via dopaminérgica mostraram alta sensibilidade ao
ambiente (128). Todas estas evidéncias apontam para um papel chave dos n-3 PUFAs
como mediador das respostas ao estresse e inflamacgdo ativados por adversidades,
sustentando nossos achados tanto na coorte principal MAVAN quanto na coorte
ALSPAC.

Os resultados encontrados para as coortes MAVAN e ALSPAC ndo sao
replicacdes porque comparamos periodos etarios e dados de desfecho diferentes. Apesar
disso, os resultados descritos para as duas coortes forneceram um panorama temporal do
neurodesenvolvimento, que aponta para um processo biolégico dinamico, demonstrando
o carater cumulativo da adversidade, e indicando uma plasticidade diferencial da regido
pré-frontal. No MAV AN, o efeito preditor do escore genético foi do tipo diatese-estresse;
no estudo ALSPAC, encontramos um efeito de suscetibilidade diferencial para o grupo
de baixa expressdo génica, para 0s quais a experiéncia em um ambiente de suporte trouxe
beneficios desproporcionalmente altos, sugerindo uma alta sensibilidade ambiental.

Estudos demonstraram que varia¢des genéticas nos genes que codificam proteinas
das vias dopaminérgica sdo altamente responsivas a variacdo ambiental (128, 129), e
classicamente ligadas aos efeitos de “suscetibilidade diferencial”, tornando os individuos
mais sensiveis tanto a adversidade quanto as influéncias ambientais positivas (56, 61). O
CPF ¢ a tltima regido encefélica a finalizar o processo de neurodesenvolvimento (130-
133). Hipoteses recentes afirmaram que esta diferenca poderia ser explicada através da
complexidade funcional da regido, que recebe estimulos internos e externos que devem
ser ajustados e modulados em conjunto com o ambiente (127). Assim, conforme o tempo

passa, 0 cortex pré-frontal torna-se mais sensivel ao fator ambiental, sugerindo um tipo
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de plasticidade diferencial, uma estratégia adaptativa para garantir flexibilidade e
variabilidade de repertérios comportamentais em uma regido conhecida como “cérebro
social”(127). Desta forma, tanto mecanismos genéticos que regulam aspectos nutricionais
(PUFASs) quanto variagcbes no ambiente precoce (distarbios no cuidado parental) séo
elementos de neuroplasticidade dindmicos. Nossos dados levantam questfes importantes
para abordagens preventivas e terapéuticas em transtornos neuropsiquiatricos e também
para a pesquisa.

O método ePRS é uma abordagem robusta que vai além da busca de associacdes entre
variantes e fenotipos genéticos dispersos, ja que captura informacGes sobre toda a rede de
genes e sua funcéo em regides cerebrais especificas, descrevendo processos bioldgicos (65,
68). Nossa analise de enriquecimento para a rede FADS1 incluiu o desenvolvimento do
sistema nervoso, o0 que esta de acordo com a escolha de genes superexpressos durante a
infancia, a partir do BrainSpan. O enriquecimento de localizagbes extracelulares e
intracelulares associa-se com a fungdo da rede de genes FADS1 e também as fungdes do
DHA, ligando assim neurogénese, composicao celular e vias de sinalizacdo dopaminérgica
(7, 40, 134-137). A medida que os GWAS se tornam ferramentas mais poderosas e
especificas na deteccdo de associacdes de tracos fenotipicos e /ou doencas em amostras
clinicas, eles também sdo progressivamente menos sensiveis para capturar 0 espectro
bioldgico e os endofendtipos - portanto, menos relevantes para amostras da comunidade e
para aplicacdo em larga escala de medidas preventivas. O conceito de que os genes codificam
processos bioldgicos e ndo doencas, e trabalham em redes e ndo isoladamente, é a ideia
basica deste nosso método. Nossa abordagem inovadora aplicou a tecnologia GWAS ao
entendimento das respostas adaptativas e da plasticidade as variacbes ambientais e de
desenvolvimento.

As limitacOes desse estudo incluem a auséncia de uma coorte de replicacdo e de
medidas séricas de PUFAs. Além disso, os questionarios foram respondidos pelos pais e ndo

pelas criangas, diminuindo a acuracia dos resultados.
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5 Concluséo

A baixa expressdo da rede do gene FADS1 no cortex pré-frontal associou-se a
impulsividade de reflexdo, predizendo sintomas de TDAH em criancas de 5 anos expostas a
adversidade pds-natal. Os achados reforcam a associacdo entre n-3 PUFAs, adversidade e
alteracdes em funcdo executiva. Nossos achados sustentam a acdo de medidas preventivas
direcionadas ao aumento no consumo de alimentos ricos em n-3 PUFAs e ao estimulo a

criacdo e manutencéo de programas de promocéo da saude que abranjam a familia.
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MATERIAL SUPLEMENTAR: ANALISE DE ENRIQUECIMENTO
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Figura 1. Anéalise de enriquecimento de ontologia genética de genes Co-expressos por
FADS1 usando a plataforma MetaCore™.
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Rede de proteinas ePRS -FADSI- CPF (241 genes)
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Figuras 2 e 3. Rede de proteinas ePRS FADSL1 cértex pré-frontal utilizando os 241 genes
selecionados em comparagdo com a rede de proteinas dos 241 principais genes do estudo
de Demontis et al. (2019) (155); String database ™.
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Figura 4. Analise de proteinas através de relacionamentos evolutivos: rotas ePRS-
FADSL1- sistema de classificagio PANTHER™.
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8 DISCUSSAO

Neste trabalho, demonstramos interacfes entre variaveis genéticas relacionadas
aos niveis de n-3 PUFAs e variacdes ambientais sobre desfechos em fungdo executiva.
Partindo de evidéncias anteriores que mostraram o efeito dos PUFAs sobre fenotipos
antropométricos, metabolicos e comportamentais (26, 27) combinado com o modelo de
doenca comum complexa, encontramos associagdes entre um gene candidato envolvido
com a sensibilidade tecidual sistémica dos n-3 PUFAs e um marcador de exposi¢édo de
estresse metabolico crénico fetal sobre o controle inibitorio de criancas aos 5 anos. Além
disso, apresentamos e descrevemos a criacdo de duas ferramentas robustas para a
investigacdo de processos biologicos, 0 escore baseado na expressdo génica e 0 escore
ambiental C. A partir destas ferramentas, evidenciamos interacdes entre o escore genético
baseado na co- expressao da rede do FADS1 (envolvido na biossintese de n-3 PUFAS) e
0 escore ambiental perinatal sobre o processamento de informac6es e tomada de decisao.

No artigo de reviséo apresentado no capitulo 1, verificamos importancia da dieta
sobre 0 neurodesenvolvimento, revisando as principais fun¢des dos acidos graxos poli-
insaturados no sistema nervoso desde o periodo fetal até a infancia. Descrevemos a
participacdo dos PUFAs nas vias de sinalizagéo e redes reguladoras de genes durante o
neurodesenvolvimento. Dentro dessas vias e redes interdependentes, varias formas de
PUFAs combinam-se para produzir respostas emergentes de expressdo génica adaptativa
necessarias para a producao de fenétipos. Os estudos revisados demostraram que niveis
séricos e teciduais e também a qualidade dos PUFASs interferem na programacéo fetal,
atuando sobre o neurodesenvolvimento e influindo em desfechos metabdlicos,
cardiovasculares e neuropsiquiatricos ao longo da vida (17, 89, 101, 156-158). Além
disso, mostramos como o0s n-3 PUFAs, em especial o DHA, participa diretamente sobre
funcionamento do sistema nervoso (88, 96, 159), sendo essencial na regulacdo de
aspectos neuropsicolégicos e metabdlicos, participando nas vias de resposta ao estresse,
de modulacdo do humor e comportamento e também do metabolismo energético (96,
100, 160-162). Dadas as mdltiplas vias neurogquimicas de participacdo dos n-3 PUFAs
(inflamacéo, eixo hipotalamo-hipofise-adrenal, neuroprotecdo, sistemas monoaminérgico
e glutamatérgico, microbiota intestinal) (163) e as diferencas na capacidade metabolica
biossintética, selecionamos para anélise neste trabalho, aspectos da regulacédo genética

que atuam na sintese e metabolismo dos PUFAs.
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No capitulo 2, investigamos a interacdo entre variantes do gene PLIN4
relacionadas com a sensibilidade celular aos n-3 PUFAs e 0 peso ao nascer sobre o
controle inibitério em uma amostra de criancas. No capitulo 3, apresentamos e
descrevemos duas novas ferramentas de predicdo, o escore de expressao poligénica de
risco (ePRS) e a medida de variacdo do ambiente pos-natal (escore ambiental C). Ambos
escores foram utilizados para avaliar interacdes gene-ambiente em desfechos da funcao
executiva em criancas provenientes das coortes MAVAN e ALSPAC. Discutimos, a
seguir, nossos achados, levando em consideracgdo: 1- a repercussao de variacoes de DHA
sobre os mecanismos moleculares cerebrais e seus desfechos sobre a funcdo executiva;
2- a criacdo de escores de predicdo génica e ambiental; 3- perspectivas terapéuticas e

nutricionais.

O desenvolvimento da substancia cinzenta cortical segue um padréo de maturacéo
ndo linear regional especifico, pelo qual o volume de substancia cinzenta geralmente
aumenta na infancia, atinge um pico no final da infancia e também no inicio da
adolescéncia e se reduz na idade adulta (164-166). O adelgacamento da substancia
cinzenta durante a adolescéncia reflete, pelo menos em parte, a poda e o refinamento
sinapticos (167) e esta associado a melhorias na funcdo e no comportamento cognitivo
(168). Dentro do CPF esses processos dindmicos de desenvolvimento ocorrem
rapidamente durante a adolescéncia e acredita-se que estejam subjacentes a melhorias na
funcéo executiva, incluindo o controle de impulsos (169, 170). A inibi¢do da resposta ou
a capacidade do individuo inibir suas acdes € um aspecto essencial da funcéo executiva
sobre o desenvolvimento da habilidade de retardar gratificacdes (171) — fator decisivo
para realizacbes de longo prazo (172). A capacidade para inibicdo da resposta
gradualmente vai se aprimorando indo da infancia, passando pela adolescéncia até idade
adulta (173). Esse processo maturacional € suportado por mudangas regionais de ativacao
no CPF (169, 174) e seu prolongado desenvolvimento pode refletir um periodo de
vulnerabilidade a varios fatores ambientais e bioldgicos. A variacdo dietética de DHA
influi diretamente na variacdo do contetdo de DHA dos fosfolipidios tanto de tecidos
periféricos quanto do SNC (175-177), onde se distribui principalmente nas membranas
neurais do CPF (178). O DHA acumula-se rapidamente no CPF desde o periodo perinatal
até os primeiros 18 anos de vida, com pouco aumento no conteldo de DHA desta regido
apos a segunda década de vida (179), sugerindo que a adolescéncia faz parte de um

periodo crucial para o acimulo adequado de DHA no CPF.
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Variantes genéticas podem alterar 0s niveis séricos e teciduais dos acidos graxos
provenientes da dieta, contribuindo de maneira diferencial na estruturagdo e
funcionamento do SNC desde estdgios precoces, programando desfechos
neurocomportamentais (180-182). De acordo com achados de diferentes estudos,
diferencas na atividade enzimatica da biossintese de LC-PUFA podem estar relacionadas
a menores concentracbes de metabolitos de FAs (132, 183, 184), influenciando a
disponibilidade plasmatica de curto, médio e longo prazo dos PUFAs (184, 185) e estando
associados a fendtipos complexos. Por exemplo, exigéncias de fornecimento de DHA a
prole durante a prenhez e lactacdo de ratas podem depletar os n-3 PUFAs e estudos
experimentais indicaram que déficits dietéticos de n-3 PUFAs afetavam a composicao
tecidual cerebral de acidos graxos na ninhada, provocando também alteragdes cognitivas
tardias (186-188). Conforme anteriormente citado, os fosfolipidios da substancia cinzenta
do cérebro e da retina contém altas concentracdes de DHA e de acido araquidonico (AA),
0 que torna a membrana mais fluida. Neste caso, 0 comportamento de fase de uma
membrana (alteracdo da mobilidade pela temperatura) é deslocado, tornando-se mais
fluido, enquanto que a compressibilidade eléstica (alteragdo da espessura volumétrica em
resposta ao estresse), a permeabilidade (difusdo passiva de moléculas), a fusdo (unido de
duas membranas), o movimento flip-flop (difusédo transversal dos constituintes
membranares) e as atividades proteicas, aumentam (189). A incorporacao de n-3 PUFAs
nas membranas celulares também leva a reorganizacdo da formacdo de "jangadas
lipidicas" (lipid rafts), que sdo dominios de membrana que contém aglomerados de
receptores e proteinas envolvidos na transducdo de sinal. Portanto, todos esses
mecanismos afetam a funcdo das proteinas da membrana- receptores, enzimas ligadas a
membrana, proteinas G e canais idnicos- modulando, assim, as vias de sinalizagéo (190,
191). Atraveés destes mecanismos, 0s n-3 PUFAs participam do neurodesenvolvimento
tanto em seu aspecto anatdmico quanto funcional, atuando principalmente na modulacéo
e manutencdo de vias dopaminérgicas (ver discussdo do capitulo 3) (192) e
serotoninérgicas (193). Sabe-se que a deficiéncia de n-3 PUFAs afeta a estruturacdo do
cerebro em desenvolvimento, estando associada a uma diminui¢cdo da neurogénese,
arborizacéo dendritica, sinaptogénese, poda seletiva e mielinizacdo (115, 194). Do ponto
de vista funcional, um trabalho mostrou que a ingestdo reduzida de EPA e DHA durante
0 neurodesenvolvimento resultou em diminuicdo da sintese, armazenamento, liberacéo e
funcdo do receptor de serotonina (115). Outro estudo experimental evidenciou que a

deficiéncia perinatal de dmega-3 em ratos resultou na reducdo de 65% dos niveis de
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serotonina e também na diminuicdo de 29% na expressdo do RNAmM da enzima triptofano
hidroxilase 2 (TPH2) no CPF (195). Estes animais submetidos a deficiéncia de DHA
apresentaram menores niveis de dopamina e serotonina e seus metabolitos no CPF (193),
com evidéncias de aumento na degradacdo de monoaminas no CPF (195) e também
reducdo no numero de vesiculas dopaminérgicas nos terminais pré-sinapticos (102).
Estudos de microdialise in vivo revelaram que a deficiéncia de DHA reduziu os niveis
extracelulares de dopamina basal no CPF, mas aumentou no NAc; em compensacéo,
houve aumento dos niveis extracelulares de metabdlitos dopaminérgicos no CPF e
diminuido no NAc, sugerindo que a deficiéncia crénica de n-3 PUFAs pode levar a
modificagdes na internalizagcdo da dopamina durante seu armazenamento no CPF (196).
Nas mesmas condi¢bes de deficiéncia cronica de DHA, a resposta dopaminérgica
induzida por anfetamina apresentou-se significativamente reduzida no CPF e no NAc
(197). Interessantemente, animais com deficiéncia alimentar de DHA evidenciaram um
aumento nos receptores dopaminérgicos D2- mas ndo os D1, no NAc (101, 102),
sugerindo que a capacidade de resposta nas principais regides de processamento do valor
emocional e de recompensa aos estimulos externos e cognitivos nessas condigdes
encontra-se alterada, uma vez que o desequilibrio entre receptores D1 e D2 no NAc pode
afetar crucialmente o processamento de estimulos salientes. Um estudo com uma amostra
de adolescentes avaliou o efeito dos &cidos graxos 6mega-3 da dieta no controle dos
impulsos em vias de desenvolvimento normativo através de tarefas de inibicao,
encontrando uma associacdo entre deficiéncias de n-3 PUFAs e déficits em controle
comportamental inibitério (198). Em sintese, a maior parte dos resultados de pesquisa
vem demonstrando que adaptac6es no sistema dopaminérgico mesocorticolimbico podem
desempenhar um papel importante na desregulacdo emocional induzida pela deficiéncia
de DHA.. As evidéncias apresentadas sugerem que processos psicobiolégicos combinados
e atuando ao longo do tempo contribuem para neuroplasticidade, embasando Nnossos
resultados. No capitulo 2, mostramos o papel preditor de uma variante génica ligada a
sensibilidade tecidual aos PUFAs sobre o controle inibitdrio em criancas nascidas
pequenas para a idade gestacional. No capitulo 3 desta tese, através de um modelo
sofisticado que envolveu a analise de um processo bioldgico, evidenciamos a interagdo
entre uma rede de genes co- expressos ao FADS1 e o ambiente precoce sobre desfechos
de hiperatividade e déficit de atencdo em criancas provenientes de duas coortes diferentes.
Assim, mecanismos celulares e moleculares mediados pelos n-3 PUFAs no CPF

associados a experiéncias precoces, participam na modelagem de muitos fendtipos
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cognitivo-comportamentais, em processos onde cognicao social e funcdo cognitiva geral
estdo intimamente ligados. Ao longo das etapas de estruturagdo e amadurecimento da
cognicdo, que vao desde o periodo fetal até a idade adulta, hd um aumento constante na
habilidade cognitiva, orientando, através de experiéncias acumuladas, a discriminagdo e
a tomada de decisGes envolvidas nas atividades sociais (199). Durante esse processo, as
capacidades de andlise e decisdo conjuntamente com aspectos motivacionais continuam
a se desenvolver associados a aquisicdo de outras habilidades cognitivas e emocionais
(200, 201). Sabe-se que variantes genéticas que participam de vias monoaminérgicas sao
altamente responsivas a variacdo ambiental (202, 203), tornando os individuos mais
sensiveis a adversidade e as influéncias ambientais positivas, efeito descrito como
“suscetibilidade diferencial” (204, 205). O CPF € a tltima regido encefalica a finalizar o
processo de neurodesenvolvimento (206-209), garantindo maior plasticidade, sugerindo
maior flexibilidade cognitiva aos estimulos ambientais (210). Desta forma, sugere-se que
a medida que o tempo passa, 0 CPF torna-se menos sensivel a genética e mais suscetivel
ao ambiente, sugerindo um tipo de programacéo diferencial, uma estratégia adaptativa
que enriquece os repertoérios comportamentais de uma regido conhecida como “cérebro
social” (210). Desta forma, tanto mecanismos genéticos que regulam aspectos
nutricionais (PUFAS), quanto variacBes no ambiente precoce (distarbios no cuidado
parental) s&o elementos de neuroplasticidade dinamicos. Todas estas evidéncias apontam
para um papel chave dos n-3 PUFAs como mediador das respostas ao estresse e
inflamacdo ativados por adversidades, sustentando nossos achados. Nossos dados
levantam questdes importantes relativas a estratégias de prevencdo e tratamento em
transtornos neuropsiquiatricos e também para pesquisa envolvendo dimensdes de
plasticidade bioldgica diferencial.

Aleém da acgdo direta das variantes génicas sobre os niveis de PUFAs, também a
propria experiéncia de adversidade pode estar associada a ativacdo de vias inflamatdrias
ligadas a fendtipos pro-inflamatdrios tardios. Os n-3 PUFAs sdo biotransformados em
eicosanoides, como prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, bem como
endocanabinoides e outras substéancias sinalizadoras de inflamagéo e resposta imune. Os
eicosanoides derivados dos n-3 PUFA, como a prostaciclina 13 e o tromboxano A3, sdo
considerados anti-inflamatdrios, antitromboticos, vasodilatadores e antineopléasicos. Os
efeitos anti-inflamatdrios do n-3 PUFAS provavelmente contribuem para seus efeitos
neuroprotetores em vérias condi¢Bes neuropsiquiatricas (211). Por exemplo, um trabalho

mostrou que a adversidade no inicio da vida estava associada a maiores chances de exibir

132



um fenotipo pro-inflamatério caracterizado por respostas relativamente maiores a
interleucina-6 e relativamente menor sensibilidade aos glicocorticoides (212). Outra
pesquisa sugeriu que a microbiota intestinal esteja associada a insultos ambientais na
infancia e distdrbios do desenvolvimento neuroldgico, sugerindo que deficiéncias de n-
3 PUFASs se associam a um estado inflamatdrio crénico e alteragdes na microbiota no
transtorno do espectro autista (134). Estas evidéncias sugerem vias mecanisticas que
poderiam explicar, pelo menos em parte, nossos achados descritos no capitulo 3, no qual
baixa expressdo génica da rede do FADS1 associava-se a piores desfechos em dominios

de funcdo executiva em criangas expostas a adversidades precoces.

Conforme descrevemos até aqui, variagcbes nos niveis de PUFAs podem estar
ligadas a modificacfes genéticas e/ou decorrentes da propria dieta. As mudancas no tipo
(qualidade) e quantidade de alimentos encontrados na dieta ocidental moderna foram
amplamente impulsionadas por mudancas tecnolégicas na producéo e processamento de
alimentos para fornecer alimentos com alto teor calérico e sabor (agUcares, graos
refinados e 6leos) as grandes cidades (213). Ha evidéncias acumuladas de que muitas
dessas mudancas levaram a aumentos na prevaléncia de obesidade e nas interagdes gene-
dieta, sendo responsaveis por um estado inflamatério localizado e sistémico (214-217).
Esta inflamacdo contribuiria para uma ampla gama de doencas, incluindo doencas
cardiovasculares, diabetes, cancer, asma, alergias, disturbios digestivos e da pele,
deméncia e doenca de Alzheimer (218-222). Neste sentido, trés décadas de pesquisa
mostraram que a alta ingestéo de carboidratos refinados, a adi¢do de aclcares e a mudanca
radical na natureza das gorduras ingeridas, assim como na qualidade dos alimentos de
origem animal, aumentaram dramaticamente a prevaléncia mundial de obesidade (213).
No que diz respeito as gorduras, a criacdo de animais levou a producdo de carne com
gordura intersticial profundamente anormal e deficiéncia generalizada de n-3 PUFA. A
nutriepigenémica € uma area recente que estuda as relagdes entre nutricdo e epigenética
e, nos ultimos anos, tem contribuido com varios estudos que descrevem diferentes
componentes da dieta que poderiam contribuir em processos epigenéticos e,
consequentemente, modular a expressdo génica e as respostas metabolicas. Essas
modificaces epigenéeticas podem estar associadas a suscetibilidade as DCNT
relacionadas com a interacdo gene-dieta, tais como obesidade, distdrbios lipidicos,
resisténcia a insulina, doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e alguns tipos de cancer

(223). A nutricdo materna adequada com suplementacdo de acidos graxos ou mesmo
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ingestdo de uma dieta rica em n-3 PUFAs é fundamental para a transferéncia de DHA
para o bebé antes e ap6s o nascimento, com implica¢des de curto, médio e longo prazo
sobre o neurodesenvolvimento. As diretrizes de suplementacdo de PUFAs em transtornos
neuropsiquidtricos, provenientes de estudos clinicos e ensaios clinicos controlados,
apresentaram resultados muitas vezes contraditorias ou inconsistentes, problemas
atribuidos no geral por questdes metodoldgicas (224). Apesar disso, muitos estudos
revelaram efeitos positivos sobre desempenho cognitivo, déficits atencionais e
transtornos do espectro autista (88, 158, 163, 225). Assim, pelas caracteristicas
diferenciadas de baixas taxas de conversdo e participacdo em VArios processos neurais
(neurotransmissdo, neurogénese e protecdo contra o estresse oxidativo), 0 DHA é um dos
principais nutrientes capaz de atuar na programacdo neural, maximizando o
neurodesenvolvimento e minimizando a neurodegeneracdo, podendo melhorar a

transducdo de sinais monoaminérgicos atraves de diferentes mecanismos (192, 193).

Através de ferramentas de bioinformatica, mostramos associagdes entre ambiente
e funcdo executiva na infancia moderada por variantes genéticas em uma rede de genes
FADS1 especificos do CPF. A adversidade precoce medida pelo escore C pés-natal
relacionou-se a impulsividade e sintomas gerais de TDAH apenas em criangas com
antecedentes genéticos que refletiam menor atividade da rede de genes FADS1 no CPF
(baixo ePRS-FADS1). Esse resultado foi observado na comparacdo com a coorte
ALSPAC, revelando, para as criancas do MAVAN, o modelo classico de diatese-
estresse, que postula que algumas pessoas sdo desproporcionalmente vulneraveis aos
efeitos negativos da adversidade contextual (226). Conforme descrito, os resultados com
0 escore ambiental C mostraram divergéncia nas expectativas entre as duas coortes. Na
coorte ALSPAC, evidéncias a favor da suscetibilidade diferencial sobre a diatese-

estresse surgiram quando o preditor ambiental variou de positivo a negativo.

Nossas descobertas estendem investigacGes de variantes Unicas, mostrando que
uma rede de genes baseada na co-expressdo do gene FADS1 no PFC moderou o impacto
das condicBes perinatais conhecidas por aumentar o risco de TDAH e de outros déficits
de funcdo executiva na infancia. Esses achados sdo consistentes com a diretriz que postula
que a andlise de conjuntos de genes definidos por vias funcionais mostra-se uma
abordagem promissora na investigacdo da relacdo entre gendtipos e fenotipos (227, 228).

Através das andlises de enriquecimento exibidas no capitulo 3, sustentamos a
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funcionalidade da rede FADS1 em processos biologicos envolvidos com
desenvolvimento do sistema nervoso central (MetaCore™) e em rotas de sinalizacdo
monoaminérgicas (PANTHER™). Além disso, a andlise da rede de interacdo proteina-
proteina resultante do ePRS-FADS1 mostrou proteinas mais coesas e com mais conexdes
comparativamente a rede de proteinas resultante do mesmo nimero de genes principais
extraidos do ultimo GWAS para o TDAH (155). Nossa analise de enriquecimento da rede
FADSI incluiu o desenvolvimento do sistema nervoso, o que esta em acordo com a
escolha de genes superexpressos durante os periodos fetal- pos-natal inicial, filtrados a
partir do BrainSpan. O método ePRS é uma abordagem robusta que vai além da busca de
associacOes entre variantes e fendtipos genéticos dispersos e captura informagdes sobre

0s processos bioldgicos dinamicos (227-229).

Assim, a funcdo cognitiva é codificada genomicamente e modificada pela
epigenética e transcriptdmica para produzir programas transcricionais complexos que sdo
sensiveis a moléculas de sinalizacdo do ambiente. Estudos sobre o impacto positivo de
moléculas bioativas como 0s PUFAs na funcdo cerebral sdo fundamentais, mas de dificil
execucdo muitas vezes pela falta de marcadores fenotipicos robustos que possam ser
usados para medir com precisao e replicabilidade. Além disso, o estudo do efeito dos
PUFAs sobre a salde ainda ¢ um desafio porque a disponibilidade, sintese e rotas
metabolicas em que participam sdo variadas e complexas e ndo estdo ainda totalmente
compreendidas, envolvendo interacfes entre fatores intrinsecos e extrinsecos. Nossa
abordagem ao longo de toda a pesquisa foi buscar compreender como o ambiente, através
de sua acdo sobre os genes, esculpe o desenvolvimento e programa desfechos de
vulnerabilidade/resiliéncia em satde mental, elegendo os n-3 PUFAs como moléculas de
sinalizagdo derivadas da dieta. Pesquisas sobre a necessidade e as quantidades de n-3
PUFAs adequados para o desenvolvimento e funcdo ideais do cérebro poderdo auxiliar
na compreensdo das condigOes da dieta e nas interagdes entre gene-dieta ou entre dieta-

doenca e riscos sobre 0 neurodesenvolvimento e sobre a saude.

Pesquisas sobre a neurobiologia do apego infantil t¢ém revelado que o cérebro do
bebé esta preparado para aprender sobre o mundo de uma maneira que promove o vinculo
ao cuidador. Esse viés de apego traz beneficios imediatos, mas consequéncias duradouras,
devido a capacidade do cuidador e de experiéncias de vida de moldar o cérebro infantil

em rapido desenvolvimento. Cuidadores sensiveis, particularmente aqueles que estdo em
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sincronia as necessidades do bebé, atuam sobre a programacdo das estruturas cerebrais
no inicio da vida, importante para aspectos neuroafetivos e comportamentais ao longo da
vida, predizendo vulnerabilidade ou resiliéncia para psicopatologia (61, 230). A
adversidade sobre o sistema de apego tem um impacto duradouro nas areas do cérebro
subjacentes a emocdo, a regulacdo emocional e a modulacdo do comportamento.
Pesquisas sugerem que existe um periodo sensivel para a contribuicdo parental sobre
desenvolvimento emocional no inicio da vida, considerando também que a parentalidade
media outros aspectos do ambiente (231), embora sejam necessarias mais pesquisas para
compreender a complexidade que envolve a interacdo de inimeras variaveis que atuam

na formacdao de vinculos e colaboram na programacéo da satde ao longo do tempo.

As limitacOes deste trabalho incluem tamanhos menores de amostra, o que se
explica pela necessidade de fenotipagem extensa e a carga resultante aos participantes.
Além disso, as amostras das coortes MAVAN e ALSPAC sdo amplamente baseadas em
uma amostra caucasiana, a primeira oriunda do Canadd e a segunda amostra de
participantes do Reino Unido. Assim, generalizacbes dos resultados apresentados para

outras amostras devem ser abordadas com cautela.
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9 CONCLUSAO

A abordagem multinivel, focada na interacao de processos genéticos e a variagdo
das experiéncias ambientais ao longo do tempo, contribui de forma inovadora, através do
exame da suscetibilidade a transtornos mentais e através da compreensao de mecanismos
neurobioldgicos associados a sintomas e também a progndsticos. A expansdo deste
modelo de investigacdo translacional que integra a neurobiologia com a psiquiatria clinica
pretende tanto trazer resultados imediatos para a salde quanto propor novas aplicacdes
clinicas e recomendacdes para pesquisas futuras. Este trabalho reuniu resultados de
interacdo entre gene candidato, redes de gene baseadas na expressao e ambiente adverso/
suportivo, mostrando evidéncias de que tanto a matriz genética quanto aspectos da dieta,
das relac@es parentais e do ambiente geral sdo fatores determinantes sobre a base da saude
da crianga. O consumo adequado de n-3 PUFAs pode contribuir para protecdo de
individuos vulneraveis em déficits em funcdo executiva, além de outros problemas do
neurodesenvolvimento. Por fim, sabendo que: a) O cuidado materno humano é sensivel
aredes cerebrais plasticas; b) As redes cerebrais maternas integram emogéo e recompensa
com controle cognitivo; ¢) O cérebro materno humano se adapta ao vinculo méae-bebé;
d) O cérebro da crianca responde tanto a adversidade quanto com o suporte (232), €
necessario planejar e incluir nas estratégias de cuidados basicos programas de em saude
que estimulem e promovam um ambiente tanto nutricional quanto emocionalmente

seguro para infancia.

137



10 PERSPECTIVAS

Como clinica e também pesquisadora pretendo seguir investigando linhas que
envolvam as areas de neuropsicobiologia do comportamento e da tomada de decisdo, com
0 objetivo maior de buscar compreender como a subjetividade e 0s aspectos mentais se
traduzem em fendbmenos afetivos e comportamentais observaveis no fendtipo. Assim,
dando continuidade a este trabalho de pesquisa, pretendo publicar os dados apresentados
no capitulo 3. Em seguida, usarei informacdes de outros seis ePRS de genes relacionados
com a funcdo e/ou biossintese de PUFAS que criei durante o periodo que visitei o Ludmer
Center. A partir destes elementos, pretendo expandir as analises preliminares de cada uma
destas redes com dados provenientes da coorte principal MAVAN e com outras 3 coortes
de replicacdo [ALSPAC, Growing Up in Singapore Towards healthy Outcomes
(GUSTO) e Basale Invloeden op de Baby's Ontwikkeling' -em inglés: Basal linfluences
on Infant's Development (BIBO)]. Além disso, gostaria de desenvolver outro projeto que
integre estas sete diferentes redes de genes envolvidas na resposta celular do PUFAs no
SNC, criando um multi ePRS, para analisar as interaces gene-ambiente em desfechos de
salde mental em criangas. Mais ainda, planejo avaliar isoladamente associa¢des do escore
ambiental sobre resultados neuropsiquiatricos das criancas das 4 coortes, buscando
compreender os efeitos dos modelos de diatese de estresse e suscetibilidade diferencial.
Dentro dessa perspectiva, tenho a intencdo de ampliar o0 escopo de conhecimentos nesta
area, além de integrar novos métodos de pesquisa que contribuam para promocao da

saude.
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