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RESUMO

A depressédo poés-parto (DPP) é um importante problema de saude publica podendo
provocar uma ruptura do vinculo entre a mée e o bebé e até estar associada com
respostas tragicas, como suicidio materno e infanticidio. A DPP é multifatorial e o
seu surgimento pode ser favorecido por componentes hormonais, genéticos e
ambientais. O ciclo gravidico-puerperal é considerado um periodo de risco, pois
algumas mulheres possuem uma sensibilidade particular as altera¢cées hormonais. O
risco de DPP é aumentado em mulheres que possuem histérico de depressdo na
familia, logo, um componente genético determina maior suscetibilidade. Segundo o
DMS-IV, existe uma relagédo entre a sintomatologia depressiva e as alteragbes na
concentracdo cerebral de neurotransmissores, com destaque para serotonina. O
transportador de serotonina (SERT) controla a intensidade e duragéo da re-captacao
da serotonina nas sinapses serotonérgicas. Diversos trabalhos associam os
polimorfismos do SERT com transtornos mentais, como unipolar, bipolar, depresséo
e esquizofrenia. Nosso objetivo foi analisar as concentracGes salivares de cortisol
(CORT), as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos 5-HTTVNTR e 5-
HTTLPR no gene SLC6A4 entre mulheres que desenvolveram ou ndo DPP. A
amostra foi constituida por 128 mulheres brancas da cidade de Pelotas/RS, triadas
em ambulatérios do SUS. A avaliacdo diagnostica foi realizada através de entrevista
psiquiatrica e diagnostica usando como instrumento o Beck Depression Inventory
entre 30 a 45 dias apds o0 nascimento das criancas. A coleta de material biolégico
(leucdcitos e saliva) foi realizada no turno da manhé, respeitando o periodo de duas
horas de jejum. A regido promotora do gene contendo o polimorfismo 5-HTTLPR
(insercédo/delecdo) e a regido do segundo intron contendo o polimorfismo 5-
HTTVNTR (repeticbes em tandem) foram amplificadas através da reacdo em cadeia
da polimerase. A dosagem do CORT foi realizada a partir da saliva por técnica de
ELISA utilizando kit especifico. A mediana e o intervalo interquartil das
concentracfes salivares do CORT entre os portadores dos diferentes genotipos
foram comparados entre os grupos estudados usando o teste de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney. A comparacdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos
polimorfismos estudados entre as mulheres que apresentarem ou nao DPP foram
feitas pelo teste do Qui-quadrado com correcdo de Yates (p< 0,05). A andlise da
distribuicAo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos 5-HTTLPR e 5-
HTTVNTR do SERT permitiu verificar que a populacdo estd sob Equilibrio Hardy—
Weinberg. Quando os polimorfismos foram analisados isoladamente, nao foi
observada associacao entre os polimorfismos 5-HTTLPR (p=0,48) e 5-HTTVNTR
(p=0,77) e o diagnéstico para DPP. Porém, a analise combinada dos haplétipos dos
polimorfismos 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR demonstraram que mulheres portadoras do
diplétipo L-12/L-12 apresentaram escores menores de sintomas depressivos
(mediana: 0,5; intervalo inter-quartil: 0,00-4,00, p=0,04) quando comparadas com
mulheres portadoras de outros diplétipos (mediana: 4,0; intervalo inter-quartil: 1,00-
10,00). O polimorfismo 5-HTTVNTR foi associado com as concentragdes salivares
de CORT (p=0,03), ja o polimorfismo 5-HTTLPR néo foi associado (p=0,41). Nossos
achados séo inovadores, visto que até a presente data a associacao dos genotipos
5-HTTLPR e 5-HTTVNTR com DPP e concentragfes salivares de CORT ainda néo
haviam sido investigados.

Palavras-chave : Transportador de serotonina. SLC6A4. 5-HTTLPR. 5-HTTVNTR.
Cortisol.



ABSTRACT

The postpartum depression (PPD) is an important public health problem that may
cause a rupture of the bond between the mother and the baby and may even be
associated with tragic responses such as maternal suicide and infanticide. The DPP
is multifactorial and its appearance can be favored by hormonal components, genetic
and environmental factors. The pregnancy and childbirth is considered a risk period,
because some women have a particular sensitivity to hormonal changes. The rate of
DPP is increased in women who have a record of depression in the family, so a
genetic component determines higher susceptibility. According to the DSM-IV, there
is a relationship between depressive symptoms and brain concentration changes of
neurotransmitters, particularly serotonin. The serotonin transporter (SERT) controls
the intensity and duration of re-uptake of serotonin in serotonergic synapses. Several
studies linking polymorphisms of SERT with mental disorders such as unipolar,
bipolar, depression, and schizophrenia. Our objective was to analyze the
concentrations of salivary cortisol (CORT), the allele and genotype frequencies of
polymorphisms 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR SLC6A4 gene in women who developed
or not DPP. The sample consisted of 128 white women from Pelotas, RS, sorted out
from public health clinics. The diagnostic evaluation was conducted through
interviews and psychiatric diagnostic instrument as using the Beck Depression
Inventory among 30 to 45 days after the birth of children. The collection of biological
materials (leukocytes and saliva) was performed in the morning, observing the two-
hour period of fasting. The promoter region of the gene containing the 5-HTTLPR
polymorphism (insertion/deletion) and the region containing the second intron
polymorphism 5-HTTVNTR (tandem repeats) were amplified by polymerase chain
reaction. The dose of CORT was performed from the saliva by ELISA using the
specific kit. The median and interquartile interval of salivary concentrations of CORT
among patients of different genotypes were compared between groups using the
Kruskal-Wallis and Mann-Whitney. The comparison of allele and genotype
frequencies of polymorphisms among women who developed or not DPP were made
by chi-square test with Yates correction (p <0.05). The analysis of the distribution of
genotype frequencies of polymorphisms 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR SERT showed
that the population is under Hardy-Weinberg Equilibrium. When the polymorphisms
were analyzed alone, no association was observed between the 5-HTTLPR (p=0.48)
and 5-HTTVNTR (p=0.77) polymorphisms and the PPD diagnosis. But, the
information from these analyses combined with information regarding the haplotypes
of the 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms demonstrated that women carriers
of diplotype L-12/L-12 have a lower depression symptoms score (median: 0.5; inter-
quartile range: 0.00-4.00; p=0.04) than women with other diplotypes (median: 4.0;
inter-quartile range: 1.00-10.00). The 5-HTTVNTR polymorphism was associated with
the salivary concentrations of CORT (p=0.03), whereas the 5-HTTLPR polymorphism
was not associated (p=0.41). Our findings are innovative since the association of 5-
HTTLPR genotypes and 5-HTTVNTR with DPP and salivary concentrations of CORT
had not been investigated before.

Keywords: Serotonin transporter. SLC6A4. 5-HTTLPR. 5-HTTVNTR. Cortisol.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEPRESSAQO

A depressao € uma desordem psiquiatrica na qual o individuo apresenta
obrigatoriamente estado deprimido ou sintomas depressivos relacionados. O estado
deprimido pode ser definido como: sentir-se deprimido a maior parte do tempo ou ter
falta de motivacao para as tarefas diarias, pelo periodo maior que duas semanas. Os
sintomas depressivos relacionados sao: anedénia (interesse diminuido ou perda de
prazer para realizar as atividades de rotina), sensagdo de inutilidade ou culpa
excessiva, dificuldade de concentracdo (habilidade freqientemente diminuida para
pensar e concentrar-se), fadiga ou perda de energia, distirbios do sono (insénia ou
hipersdnia praticamente diérias), problemas psicomotores (agitacdo ou retardo
psicomotor), perda ou ganho significativo de peso na auséncia de regime alimentar e
idéias recorrentes de morte ou suicidio (DMS - IV: Diagnostic and Statistical Manual
of Mental Disorders, Fourth Ed).

Os transtornos depressivos sao freqientes e ocorrem em todas as culturas
e niveis socioecondmicos. Estudos apontam que cerca de 20% dos pacientes
atendidos em ambulatérios médicos podem ser portadores de sintomas depressivos
(Lecrubier, 2001), tais percentagens sdo semelhantes ao numero de casos de
hipertenséo arterial (Passos et al., 2006). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
estima que em 2020 os transtornos depressivos serdo a segunda maior causa de
comprometimento funcional, perdendo apenas para as doengas coronarianas. Esta
projecdo, associada a alta prevaléncia de sintomas depressivos na populacao
associado a outras doencas, reforca a necessidade da familiarizacédo de equipes da
saude com o diagnéstico e tratamento desta problematica de saude publica (OMS,
2001; Vieira et al., 2007).

Os sintomas da depressao interferem drasticamente na qualidade de vida e
estdo associados a altos custos sociais, entre eles: perda de dias no trabalho,
atendimento médico, tratamentos medicamentosos e suicidio (Stahl, 1998; OMS,
2001).
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A maioria dos casos depressivos tem seu inicio entre os 20 e os 40 anos,
embora possa ocorrer em qualquer faixa etaria (Stahl, 1998; Michelon et al., 2008). A
depressdo ocorre em episodios, estes se nao tratados podem se estender por
periodos de seis a vinte e quatro meses, seguidos de recuperacdo ou remissao do
quadro clinico, pois o paciente apresenta uma melhora de pelo menos 50% dos
sintomas. Estudos realizados nos Estados Unidos apontam que 5% a 11% dos
quadros depressivos perduram por toda a vida, resultando em uma doenca crénica,
impedindo os pacientes de retornar a vida normal (Stahl, 1998).

Apés periodos depressivos, 0s pacientes estdo mais vulneraveis ao
desencadeamento de episédios subsequientes, pois a depressdo € uma doenca
recorrente (Mcintyre & O’Donovan, 2004). Em pessoas acometidas por apenas um
episodio deste transtorno, o risco de uma nova manifestacdo é de 50%. Em dois
episodios, este risco € aumentado, chegando a 70% de probabilidade de recorréncia.
Em trés episddios depressivos, a probabilidade de recorréncia ultrapassa 90%
(Stahl, 1998).

Dados epidemioldgicos de diferentes paises tém estabelecido que em
adultos, a depressédo alcanca a prevaléncia ao longo da vida de 10% a 25% para
mulheres e de 5% a 12% para homens (Weissman et al., 1993). Provavelmente, a
maior ocorréncia de quadros depressivos em mulheres deve-se as alteragbes
hormonais que ocorrem durante os ciclos reprodutivos (ovulacdo, gestacao,
puerpério e climatério) e que tém repercussao sobre a acdo dos neurotransmissores,
podendo responder em parte pelas alteracdes de humor associadas a esses ciclos
(Lafer, 2000). Durante a gestacao cerca de 20% das mulheres apresentam sintomas
depressivos e em torno de 10% delas desenvolvem um transtorno depressivo
(Cohen et al., 2004).

1.2 DEPRESSAO POS-PARTO

A depressédo poés-parto (DPP) é um transtorno do humor grave de ordem
psicolégica que pode afetar homens e mulheres apdés o parto. De acordo com 0s

critérios de diagndsticos psiquiatricos da Associacdo Americana de Psiquiatria (APA,
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2000), a principal caracteristica da DPP é uma forma de depressdo que ocorre por
pelo menos duas semanas durante a qual uma mulher tem humor depressivo ou
perda de interesse/prazer em atividades que antes eram prazerosas. A depressao
paterna ainda € um fendmeno pouco estudado (Goodman, 2004), ocorrendo apos o
nascimento do bebé e tém caracteristicas similares a depressao materna, tais como
mudanc¢as de humor, irritabilidade, desesperanca e ansiedade (Condon, 2006). A
longo prazo, a manifestacdo da DPP pode ter sérias implicacdes negativas para o
desenvolvimento da crianga (Ramchandani et al., 2005).

Durante o periodo da gravidez e parto, algumas mulheres sdo mais
propensas ao desenvolvimento de transtornos de humor (O'Hara et al., 1990), pois
possuem sensibilidade particular as alteracbes hormonais, ocorridas em
determinadas fases da vida sexual feminina (Steiner et al., 2003). Diferencas
bioldgicas propiciam este aumento de prevaléncia em mulheres suscetiveis, nas
quais estressores desencadeiam a alteracdo de um estado ja vulneravel para a
manifestacdo de um transtorno do humor, em momentos de altas flutuacbes
hormonais como, por exemplo, o periodo puerperal e a menopausa (Zinga et al,
2005).

O periodo pds-parto divide-se em pos-parto imediato (1° ao 10° dia apés o
parto), pos-parto tardio (10° ao 45° dia) e pds-parto remoto (além do 45° dia). No
pos-parto imediato predominam os fendmenos catabdlicos e involutivos das
estruturas hipertrofiadas e hiperplasiadas da gravidez. No periodo pés-parto tardio
surge uma transicdo, onde as fungdes comecam a ser influenciadas pela lactacdo e
no ultimo periodo estdo envolvidas as manifestagbes involutivas, como a
recuperacédo da genitalia materna (Rezende & Montenegro, 1999).

A APA define que o diagnodstico de DPP requer um episddio depressivo
maior iniciando nas primeiras quatro semanas ap0s o parto. Porém, uma meta-
analise revelou que cerca de 5% dos casos iniciam posterior ao terceiro més poés-
parto, e sugeriu que a definicdo de DPP deveria ser expandida para incluir mulheres
com inicio tardio, ao longo do primeiro ano apos o parto (Goodman, 2004). Esta
definicio é a mesma considerada pela Marcé Society, importante organizacéo
internacional que se dedica ao estudo de transtornos mentais do periodo pés-parto
(The Marcé Society, 2003) e, dessa forma, atualmente os pesquisadores consideram
a DPP iniciando dentro dos doze primeiros meses ap0s 0 nascimento da crianca.

Zinga et al. (2005) apontam que o ciclo gravidico-puerperal é considerado
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um periodo de risco para o psiquismo devido a intensidade da experiéncia vivida.
Segundo Steiner et al. (2003), apés o parto, a vulnerabilidade é maior e podem
ocorrer periodos de baixa emocional, classificados em:

1. Tristeza materna ou baby blues: condicdo comum a qual pode acometer
entre 50% a 75% das novas mamaes (O'Hara et al.,1984). Segundo Beck et al.
(1992) os sintomas tendem a aumentar do segundo até o sexto dia pds-parto,
regredindo posteriormente. Dentre 0s sintomas destacam-se a irritabilidade,
ansiedade generalizada, labilidade do humor e alteracbes de sono e apetite. Este
transtorno ndo requer tratamento farmacoldgico, o apoio a mae é fundamental e a
recuperacdo ocorre em poucos dias (Pitt, 1973). Esta condicdo ndo parece estar
relacionada com historia psiquiatrica, estressores psicossociais, contexto cultural, ou
lactacdo (Hapgood et al., 1988), mas, podem influenciar o surgimento de DPP
(Miller, 2002). Das mulheres que apresentam baby blues 20% parecem estar mais
predispostas a desenvolver um episddio de depressao maior no primeiro ano de pos-
parto (O'Hara et al., 1991; Campbell et al., 1992).

2. DPP: condicdo que ocorre algumas semanas apds o parto, com prevaléncia
entre 10-20% em mulheres e acarreta consequéncias substanciais para as maes,
criancas e familiares (Moraes et al., 2006). Esse quadro patoldgico altera a dinamica
familiar e a mae torna-se incapaz de reconhecer e responder as exigéncias do seu
filho, levando a um prejuizo na relacdo mée-bebé (Beck et al., 1996). Para as mées,
este transtorno pode predispor futuros episodios depressivos e para a crianca, pode
haver alteragcées cognitivas, comportamentais, emocionais ou interpessoais mesmo
tardias (Robinson & Drotar, 2001).

3. Psicose puerperal: condicdo incomum. O quadro desenvolve-se dentro das
quatro primeiras semanas ap0s o0 parto e manifesta-se em 0,1 a 0,2% das
parturientes. Em virtude da severidade das caracteristicas psicoticas ha um grande
risco para a mae e seu bebé, requerendo hospitalizagéo para o tratamento (Nonacs
& Cohen 1998). Os sintomas que geralmente acompanham esse quadro incluem
elacdo do humor ou depressao, comportamento desorganizado, humor labil, delirios
e alucinacgdes (Brockington et al., 1981). As maes acometidas por psicose puerperal
tém elevado risco de negligenciar seus filhos, ou mesmo de obedecer as alucinacdes

e delirios deste transtorno (Attia et al., 1999).

A DPP é um importante problema de salude publica que contribui para a
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elevacdo de servigos de saude, elevando os custos econdmicos e sociais ligados
aos transtornos depressivos (Simon, 2003). De todas as complicacfes psiquiatricas
que ocorrem apdés o parto, a DPP é mais comum (O'Hara & Swain, 1996;
Ramchandani et al., 2005). Em uma meta-andlise avaliando-se a literatura referente
a persisténcia dos sintomas ao longo do tempo, Goodman (2004) considera que,
para algumas mulheres, a DPP pode permanecer além do primeiro ano pds-parto,
tornando-se crénica.

O diagnéstico da DPP é feito com base em sintomas de Depressao Maior
gue se iniciam nas primeiras quatro semanas ap0s o parto (APA, 1994). Nao existe
uma classificagcédo distinta deste transtorno, devendo ser diagnosticado como parte
de Transtornos Afetivos ou de Humor nos sistemas do DSM-IV e CID-10
(Classificacédo Internacional de Doencas). O DSM-IV solicita que seja especificado
“com inicio no pos-parto” para diferenciar quadros depressivos e psicoticos que
ocorrem dentro das primeiras quatro semanas ap6s o parto. Na CID-10, o episddio
deve ser diagnosticado dentro de uma categoria principal, especificando a sua
associacdo com o periodo puerperal (World Health Organization, 1993).

A escala utilizada, os diferentes pontos de corte utilizados, o periodo de
avaliacao de DPP e a escolha da amostra populacional podem apresentar diferentes
taxas de prevaléncia. Foram encontradas no primeiro semestre pés-parto, taxas
entre 9,1%-38,2% de prevaléncia de DPP, e uma variacdo 8,1%-18% no segundo
semestre (Goodman, 2004). Numa meta-analise, incluindo 59 estudos e
considerando uma populacdo de mais de 12.000 individuos com sintomas que
ocorriam depois da segunda semana poés-parto O’Hara & Swain (1996) encontraram
uma taxa de DPP de 13%. Em mées adolescentes, com idade entre 14 e 18 anos, a
prevaléncia de DPP €& bem maior, aproximadamente 26% (Troutman & Cutrona,
1990). No Brasil sdo relatadas taxas de 12% (Da-Silva et al., 1998) a 15,9% (Faisal-
Cury et al., 2004) da prevaléncia de puérperas com sintomatologia depressiva.

A sintomatologia da DPP é semelhante aos de uma depressao nao
relacionada com o puerpério, excetuando-se 0s aspectos relacionados com o parto
ou o0 bebé (Wisner et al., 2002). A correta distincdo entre sintomas associados a uma
depressao daqueles sintomas que ocorrem naturalmente no periodo pos-parto € um
desafio, mas conhecer os fatores de risco e os sintomas podem auxiliar detectar
precocemente a DPP nas mulheres, estimulando a procura pelo tratamento (Correia,

2006). Os sintomas de DPP incluem medo, labilidade emocional, sentimentos de
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culpa, perda de apetite, alteracdes de sono, ou sensacdo de incapacidade de lidar
satisfatoriamente com o bebé, dificuldades em memoria e concentracdo, fadiga e
irritabilidade. Algumas méaes podem se preocupar excessivamente com a saude dos
seus bebés, se perceberem como mas, inadequadas ou maes pouco amorosas
(Robinson et al., 2001). Em algumas mulheres, o blues materno pode permanecer e
posteriormente se tornar mais grave. Para outras mulheres, os sintomas iniciais
podem diminuir até relativo bem-estar com surgimento posterior de sintomas
depressivos.

Beck (1995) correlacionou dificuldades na interacdo mée-bebé e o menor
comportamento afetivo demonstrado por mulheres com DPP, além da auséncia nas
respostas as necessidades infantis se comparadas com maes sem sintomas
depressivos. A depressdo na maternidade pode acarretar consequéncias ao longo
da vida de uma mulher e sua familia, normalmente se observa uma ruptura do
vinculo entre a mée e o bebé, tais como: na atencdo, comunicacédo visual e verbal,
assim como poucas interacbes de toque e sorriso (Righetti-Veltema et al., 2002;
Horowitz & Goodman 2005). As mées deprimidas tendem a perceber seus filhos de
uma forma mais negativa e considerar mais dificeis os cuidados necessarios com o
bebé (Newport et al., 2002), além de terem maior chance de interromper
precocemente a amamentacao (Henderson et al., 2003). A DPP pode ainda estar
associada com respostas tragicas, como suicidio materno e infanticidio (Wisner et
al., 2006).

A DPP prejudica também o desempenho cognitivo, emocional, e social da
crianca. Trabalhos apontam que os filhos de mulheres com DPP podem apresentar
altos indices de inseguranca vincular, atrasos no desenvolvimento cognitivo e
emocional e mais disforia (Cummings & Davies, 1999). Problematicas relacionadas
ao sono, alimentacdo, alteracbes na motricidade, forte irritabilidade em bebés
durante o periodo neonatal, dificuldades na comunicacdo e linguagem reduzida
parecem estar presentes com maior freqiéncia em filhos de maes com DPP
(Righetti-Veltema et al., 2002). Bem como, altera¢des na aquisicdo de peso e maior
namero de episodios de diarréia (Rahman et al., 2004).

A etiologia da DPP é multifatorial podendo ser favorecida por componentes
hormonais, genéticos e ambientais. Fatores de risco foram identificados, incluindo
estimulos psico-sociais, biologicos e eventos estressores, tais como: conflitos

conjugais, idade jovem, suporte social inadequado, histérico de depressdo ou
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ansiedade durante a gravidez e histéria familiar prévia de depressao ou transtorno

disforico pré-menstrual (Wisner et al., 2002; Cohen et al., 2004).

1.3 FATORES BIOLOGICOS

A etiologia da DPP tem sido associada a horménios, neurorreguladores e
neurotransmissores, incluindo estrogenos gonadais (EG), progesterona, cortisol
(CORT), prolactina, norepinefrina, calcio e adenosina monofosfato ciclico (Hopkins et
al., 1987). Wisner et al. (2002) propuseram que o rapido declinio dos horménios
reprodutivos poderia ser a causa para a patologia no periodo poés-parto. Esses
investigadores postularam que uma modificacdo abrupta dos niveis hormonais
gonadais ou do CORT, ou ainda a influéncia de tal modificacdo na atividade dos
neurotransmissores, seria a base para o surgimento da DPP.

Bloch et al. (2000, 2003) detectaram que mulheres com DPP sdo mais
sensiveis as variagbes de EG. Estes aumentam a sintese, secrecdo e/ou re-
captacdo de serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) nos nucleos da rafe (Bodo &
Rissman, 2006). Os baixos niveis dos EG, que séo tipicos do puerpério, podem
diminuir a atividade serotonérgica central e proporcionar uma vulnerabilidade maior
ao desenvolvimento de sintomas de humor em mulheres suscetiveis (Bloch et al.,
2003).

As flutuagdes dos EG estimulam a produgdo do hormonio liberador de
corticotropina (CRH). O aumento da atividade do eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal
(HPA) na depresséo maior (Schmider et al., 1995; Holsboer & Barden, 1996; Gold &
Chrousos, 2002; Watson et al., 2004) € um importante achado em psiquiatria, pois se
observa um percentual significativo de pacientes demonstrando o aumento da
concentracdo de CORT no plasma, urina e fluido cerebrospinal (Holsboer & Barden,
1996). Yim et al. (2009) sugerem que o hormdénio CRH placentario é uma possivel
ferramenta de diagnostico para identificar mulheres com risco para o0
desenvolvimento de sintomas de DPP.

A relacao entre hipercortisolemia e risco para a depressao néo estéo claros,

pois ndo sdo todos o0s pacientes com depressdao maior que apresentam essa
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disfuncéo (Holsboer & Barden, 1996). Goodyer et al. (2000) estudaram uma amostra
de adolescentes de alto risco e concluiram que a ocorréncia o pico da concentracdo
do CORT matinal, em varios dias de coleta, podem prever o inicio dos transtornos
depressivos nos 12 meses subsequentes. Outros estudos (Holsboer et al., 2000;
Mello et al., 2007) sugerem que alguns subtipos de depressdo maior, como a
depressdo maior psicética, estdo associados com altos indices de hiperatividade do
eixo HPA, porém alguns pacientes deprimidos ndo exibem nenhum distirbio nesse

eixo.

1.4 FATORES GENETICOS

As desordens psiquiatricas sdo doencas de etiologia complexa, sendo
crucial considerar que multiplas causas contribuem para o surgimento de
determinado transtorno. Um historico familiar positivo para depressao tem sido
relatado como fator que aumenta a probabilidade para o desenvolvimento de DPP
(O'Hara et al., 1984; O'Hara et al., 1991). Treolar et al. (1999) em um estudo com
mulheres australianas destaca a importancia de diferencas genéticas na
suscetibilidade do desenvolvimento de DPP.

Payne et al., 2008 sugerem que pode haver uma base genética para o trago
de sintomas depressivos pdos-parto e puerpério em mulheres com transtorno bipolar.
Dessa forma, um componente genético determina maior suscetibilidade ao
desencadeamento da depressdo apdés o parto, porém mesmo que o individuo
apresente fatores genéticos, € provavel que fatores bioldgicos ou psicossociais
necessitem interagir para ocasionar a doenca. Estudos tém demonstrado ainda que
historia pessoal de depressdo também parece aumentar o risco de DPP (Gotlib et
al., 1991; Graff et al., 1991; O'Hara et al., 1991).

Recentemente, Forty et al. (2006) detectaram um efeito importante da
histéria familiar em mulheres que desenvolveram os primeiros sintomas de
depressdo em até quatro semanas apds o nascimento. Neste estudo 42% das
mulheres, que possuiam histéria de episodios de depressao apds o parto na familia,

desenvolveram DPP, enquanto que apenas 15% das mulheres, sem historico
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familiar, desenvolveram a doenca. Os dados deste estudo indicam que deve existir
um componente genético que determina maior suscetibilidade ao desencadeamento

da depressao apos o nascimento dos filhos.

1.4.1 A serotonina

Segundo o DMS-1V, existe uma relagdo entre a sintomatologia depressiva e
as alteracbes nas concentracOes cerebrais de neurotransmissores, com destaque
para 5-HT, noradrenalina e dopamina, bem como uma complexa interagdo entre
esses neurotransmissores.

A 5-HT €& wuma amina, encontrada principalmente nas células
enterocromafins intestinais, em plaquetas humanas e no sistema nervoso central
(SNC). A adequada producdo do neurotransmissor 5-HT exige o0 aminoacido
triptofano (TP), o qual pertence ao grupo dos aminoacidos essenciais. ApoOs
absorvido, o TP podera permanecer na periferia ou pode ser levado para SNC onde
sera convertido em 5-HT (Oldendorf & Szabo, 1976). Dentro dos corpos dos
neurdnios serotonérgicos, principalmente naqueles localizados no nucleo da rafe, o
TP é transformado em 5-HT (Gallagher & Aghajantan, 1976). O processo da sintese
de 5-HT envolve uma enzima limitante, a triptofano hidroxilase (TPH). Nos sitios do
SNC, onde a 5-HT é produzida, esta enzima encontra-se somente 50% saturada,
onde converte o TP em 5-hidroxitriptofano (Young & Galthier, 1981). Esse composto
intermediario é encontrado em pequena quantidade, pois sua conversao a 5-HT é
rapida. A enzima responsavel por essa eficiente transformacdo, a descarboxilase
dos aminoacidos aroméaticos, € amplamente distribuida e age sobre um grande
espectro de substratos, tendo reservas capazes de responder a cargas de 5-
hidroxitriptofano, muitas vezes superiores ao normal (Kapczinski et al., 1998).

A 5-HT produzida é armazenada em vesiculas pré-sinapticas localizadas
nos terminais axonicos. Estudos em ratos demonstraram que a atividade de
liberacdo das vesiculas obedece a um padrao ritmico lento (Gallagher & Aghajantan,
1976) e que a liberacdo é dependente da atividade neuronal. Apos ser liberada na

fenda sinaptica para desempenhar sua acdo como neurotransmissor, a 5-HT pode
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ser re-captada para o terminal axdnico pelos receptores pré-sinapticos ou, entdo, ser
degradada na sinapse (Kapczinski et al., 1998).

Os receptores de 5-HT ligam-se e desencadeiam mudancgas intracelulares
que influenciam o comportamento das células. Estes receptores sao proteinas de
superficie celular que diferem em sua farmacologia, biologia molecular e modo de
acdo. A multiplicidade das respostas funcionais em nivel metabdlico e fisiopatoldgico
da 5-HT é mediada por sete tipos de receptores (5-HT1-7) distribuidos por varios
tecidos e envolvidos com diversas ac¢des (Wouters et al., 2007).

A 5-HT é lancada das vesiculas terminais dos neurbnios serotoninérgicos na
fenda sinaptica, onde ela ativa receptores de 5-HT nos dendritos nos neurdnios
adjacentes. A chave reguladora da neurotransmissédo serotonérgica (Owens &
Nemeroff, 1994; Heils et al., 1996) é a proteina especifica transportadora de 5-HT
(SERT) localizada na membrana pré-sinaptica dos neurdnios serotoninérgicos, onde
controla a intensidade e tempo de duracdo da sinalizacdo serotonérgica,
fundamentalmente através de re-captacdo do neurotransmissor na sinapse (Torres
et al., 2003).

O SERT é membro da familia dos transportadores de membrana

dependentes de sodio (Na+) e cloreto (CI_). Ocorre 0 transporte ativo
simultaneamente de Na®*, CI" e 5-HT da fenda sinaptica, imediatamente apds a sua
liberacdo, retornando-a para o terminal pré-sinptico onde é metabolizada pela
monoaminaoxidase (MAO) que transforma a 5-HT em um metabdlito inativo (Murphy
et al., 2004). A MAO é enzima que inicia o processo de degradacdo da 5-HT a 5-
hidroxi-indol-acético (5-HIAA), principal metabdlito da 5-HTT no corpo humano. O
metabolismo de 5-HT envolve uma rota de dois passos, a MAO fornece o primeiro
metabdlito o 5-hidroxindol acetaldeido, a enzima aldeido desidrogenase, converte-o
em 5-HIAA. O 5-HIAA é facilmente medido e considerado um metabdlito marcador
da funcdo serotonérgica, seus niveis estardo elevados quando houver um aumento
na producdo de 5-HT. Logo, a acdo da 5-HT depende da expressao e atividade de
transportadores, receptores e enzimas responsaveis por sua metabolizacao (Forty et
al., 2006).
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1.4.2 O gene codificador do transportador de seroto  nina (SLC6A4)

Em humanos, o gene SLC6A4, 37,8 kb, estad localizado no cromossomo
17911.2., codifica uma proteina de 630 aminoacidos, o SERT (Ramamoorthy et
al.,1993; Lesch et al.,1994). O gene SLC6A4 possui sua expressdo modulada por
uma regido polimorfica denominada Serotonin transporter-linked polymorfism region
(5-HTTLPR) e, também, por dois polimorfismos de sequéncia Unica (SNPs) (rs25531
e rs25532) localizados a 5’ do sitio de inicio da transcricdo do gene (Lesch et
al.,1994), aléem de um polimorfismo de numero variavel de repeticbes em tandem
(VNTR) no segundo intron, denominado 5-HTTVNTR ou STin2 VNTR (Lesch et al.,
1999).

O polimorfismo 5SHTTLPR de insercao/delecéo consiste em repeticoes de 20
a 23 pb de uma sequéncia de DNA na regido promotora do gene SERT. Os alelos
mais comuns do polimorfismo sdo compostos de catorze repeticdes desta unidade, o
qual €& denominado alelo "curto” ou "S", e o de dezesseis repeticbes deste
nucleotideo, o qual € denominado alelo longo ou "L". Alelos com até vinte repeticdes
desta unidade ja foram descritas ("super longo", XL e XXL), porém estes alelos sédo
raros e ocorrem ocasionalmente (Heils et al., 1995; Lesch & Moessner, 1998).

O polimorfismo 5-HTTVNTR é caracterizado por conter uma sequéncia de
16 ou 17pb em repeticbes em tandem, resultando em trés variantes alélicas: 9, 10 e
12 repeticdes (Collier et al., 1996; Hranilovic et al., 2004).

A Figura la esboca a estrutura do gene SLC6A4 e a ocorréncia dos

polimorfismos anteriormente citados nesse gene.
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Figura 1. a) Estrutura do gene SLC6A4. (Traduzido e modificado do artigo: Targeting the murine
serotonin transporter: insights into human neurobiology. Dennis L. Murphy & Klaus-Peter Lesch.
Nature Reviews Neuroscience 9, 85-96 (February 2008) doi:10.1038/nrn2284).

Estudos in vitro demonstraram que as ceélulas com gendétipo L/L produzem
mais mMRNA (RNA mensageiro) do SERT que as células com os genétipos S/S ou
L/S (Heils et al., 1996). Lesch et al. (1996) observou que o alelo *S aparenta ser
funcionalmente dominante sobre o alelo *L, assim, células heterozigotos comportam-
se como células homozigotas para o alelo *S. Dessa forma, homozigotos L/L
possuem uma transcricdo mais eficiente da regido promotora do que os portadores
da variante *S, levando a uma maior expressdo e captacao celular de 5-HT no
neurdnio serotoninérgico pré-sinaptico. Esta maior captacdo celular resulta em uma
rapida remocdo e, consequentemente, reducdo na neurotransmissdo da 5-HT.
Aparentemente o alelo *S estd associado com uma reducdo da eficiéncia de
transcricdo do SERT (Heils et al., 1996; Lesch et al., 1996). Gutiérrez et al. (1998)
hipotetizam que o polimorfismo 5-HTTVNTR pode afetar a regulacdo da expressao
do SERT ao nivel transcricional.

Analisando diferentes grupos étnicos, observa-se uma variabilidade na
distribuicdo da frequéncia dos alelos do polimorfismo 5-HTTLPR. Gelernter et al.
(1999) encontraram uma freqiéncia do alelo *L em torno de 70% em populacdes
africanas e afro-americanas, enquanto que em populacdes européias a frequéncia
deste alelo foi de 50%. Lerman et al. (1998) em um trabalho envolvendo 424
caucasianos e 74 afro-americanos, observaram uma distribuicdo dos gendtipos
respectivamente de: 52,6% e 37,8% de L/S; 30,7% e 50,0% de L/L; 16,7% e 12,2%
de S/S. Thompson et al. (2000) numa amostra de 152 controles descendentes de

europeus, encontrou uma frequéncia de 61% do alelo *L e de 39% do alelo *S, a
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frequéncia dos gendtipos foi de 44% para o gendétipo L/S, 41% para o L/L e 15%
para 0 S/S. Em uma amostra da populacdo brasileira a distribuicdo dos genotipos do
polimorfismo 5-HTTLPR, em pacientes saudaveis, foi de: L/S 43%, L/L 39% e S/S
16%, e a frequéncia alélica observada foi 62% *L e 38% *S (Oliveira et al., 1998).
Victéria et al. (2005), em uma outra amostra da populacdo brasileira, encontrou a
seguinte distribuicao: L/S 42,8%, L/L 37,2% e S/S 20,0%, o alelo *L foi encontrado

em 58% dos cromossomos analisados.

1.4.3 Polimorfismos do SLC6A4 e fatores de risco associados aos transtornos
do humor

Trabalhos prévios sugerem que os polimorfismos da regido promotora do
SLC6A4 possam estar associados a agressividade, alteragfes do humor e depresséo
(Lesch et al., 1996; Thompson et al., 2000; Herman et al., 2003; Jernej et al., 2004).
Kohen et al. (2008) associam os polimorfismos do SLC6A4 com transtornos de
doencas mentais. No entanto, as evidéncias sao conflitantes no que diz respeito a
relacdo entre os polimorfismos do gene SLC6A4 e o risco de depressao (Taylor et
al., 2006). Joiner et al. (2003) encontraram uma relacao significante entre a historia
familiar de depressé@o com o genotipo S/S. Caspi et al. (2003), concluiram que pelo
menos uma cépia do alelo *S do polimorfismo 5-HTTLPR, quando associada a maus
tratos na infancia, predisseram o inicio da depressao. Wilhelm et al. (2006),
demonstraram que eventos adversos na vida tém um impacto mais significativo no
inicio da depressdo em individuos com o alelo *S, concluindo que o genétipo 5-
HTTLPR é um preditor de inicio de depressao apds multiplos eventos adversos.
Zalsman et al. (2006) estudou uma amostra de brancos diagnosticados para
depressdao maior e observaram que a presenca do alelo *S, aumentou a
sensibilidade aos impactos dos eventos estressantes da vida e a severidade da
depressdo maior. Em uma meta-analise embasada em 22 estudos, Munafo et al.
(2004) n&do encontraram elementos que confirmem a associacdo do alelo *S com o
neuroticismo. Surtees et al. (2006) ndo encontraram associacédo do alelo *S com o
aumento de risco para desordem depressiva entre individuos expostos a

adversidade social.
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Segundo Veletza et al. (2009), os alelos *S e *L parecem interagir de forma
diferente com a gravidade das adversidades e portadores do alelo *S parecem estar
mais susceptiveis as adversidades. Porém, os resultados deste estudo, nao
replicaram diferencas encontradas previamente, em estudantes, com relacdo aos
escores dos testes psicoldgicos e com a hipotese de que a combinacai do alelo *S
com graves efeitos adversos no passado aumentam a vulnerabilidade
psicopatologica. Segal et al. (2009) em amostra brasileira, ndo relata diferencas
significativas na freqiéncia dos alelos e dos gendétipos do polimorfismo 5-HTTLPR
em pacientes deprimidos que tentaram o suicidio. Xie et al., 2009 sugerem que 0
genatipo do polimorfismo 5-HTTLPR sozinho néo prevé o inicio do transtorno, o risco
€ aumentado em individuos com uma ou duas coépias do alelo *S em comparacéo
com os homozigotos L/L expostos ao meio estressor. Para estes autores a interacéo
gene/ambiente € o fator decisivo no desenvolvimento de depressao (Xie et al., 2009).
Porém, Risch et al. (2009) em meta-analise recente, com 14.250 participantes, nao
encontraram evidéncias sobre a associagdo significativa entre o polimorfismo 5-
HTTLPR ou a interagéo deste polimorfismo com eventos estressantes de vida e a
depresséo ou risco aumentado para o quadro depressivo. Resultados contrastantes
com os estudos previamente descritos foram demonstrados por Laucht et al. (2009)
em amostra de adolescentes de ascendéncia européia. Os resultados deste estudo
indicaram que a depressdo e ansiedade em adolescentes foram fortemente
associadas com a adversidade familiar e com eventos estressantes da vida. Os
individuos homozigotos L/L que foram expostos a altas adversidades familiares
exibiram taxas significativamente maiores de depressao ou ansiedade.

Com relagdo ao polimorfismo de numero varidvel de repeticdes em tandem
localizado no segundo intron do gene, Collier et al. (1996) verificaram o aumento da
frequéncia do alelo de 12 de repeticbes do 5-HTTVNTR em pacientes com
depresséao bipolar, mas ndo em individuos com depressao unipolar. Liu et al. (1999)
nao encontraram associagao de depressao bipolar com o polimorfismo 5-HTTVNTR,
porém encontraram com esquizofrenia e depressao unipolar. Pascual et al. (2007)
verificaram a existéncia de uma associagao significativa entre o SERT e algumas
dimensdes de personalidade em pacientes com transtorno limite de personalidade
(TLP), sugerindo que o gene SLC6A4 tem um papel na etiologia deste transtorno. Os
pacientes portadores do alelo *L do polimorfismo 5-HTTLPR e portadores do alelo

com 10 repeticbes no polimorfismo 5-HTTVNTR pontuaram mais baixo na escala
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pelo gosto por festa e amigos. Assal et al. (2004) ndo encontraram nenhuma
associacado entre o polimorfismo 5-HTTVNTR e agitacdo, agresséo, depressédo ou
ansiedade. Estes mesmos autores buscaram replicar estudos prévios sobre o
polimorfismo 5-HTTLPR, mas ndo associaram o0 polimorfismo com
agitacao/agressdo, psicose ou depressdo. Battersby et al. (1996) atribui maior
chance de depressao maior e transtorno bipolar aos portadores do alelo de 9
repeticdbes. Em pessoas com condi¢cdes meédicas cronicas, os genotipos S/S do
polimorfismo 5-HTTLPR e 9/12 repeti¢des do polimorfismo 5-HTTVNTR, foram mais
frequentes entre os individuos com a comorbidade depressiva (Jarrett et al., 2007).
Alaerts et al. (2008) investigaram os polimorfismos 5-HTTVNTR e 5-HTTLPR e
concluiram que a variacdo no gene SLC6A4 ou nas suas regifes reguladoras néo
contribui para a susceptibilidade ao transtorno de desordem bipolar na populacao do
Norte da Suécia. Garcia et al. (2010) relataram que em presos portadores do alelo *S
para o polimorfismo 5-HTTLPR e homozigotos 12/12 para o polimorfismo 5-
HTTVNTR exibem um maior risco de serem classificados no grupo de transtorno de
personalidade anti-social.

Estudos dos polimorfismos do SLC6A4 no periodo pds-parto sdo escassos.
Kumar et al. (2007) observaram associacdo do fenétipo de psicose puerperal em
mulheres que apresentavam o alelo de 10 repeti¢coes do polimorfismo 5-HTTVNTR,
sugerindo a existéncia de fatores genéticos modulando a vulnerabilidade para a
psicose puerperal. Em relagédo aos estudos dos polimorfismos do SLC6A4 e DPP,
somente dois trabalhos prévios estéo registrados na literatura. Sanjuan et al. (2008)
relatou que em oito semanas poés-parto, 0s genétipos de alta expressdo dos
polimorfismos do SLC6A4 (L/L do 5-HTTLPR e 12/12 do 5-HTTVNTR) foram
associados com aumento dos escores da escala Edinburgh Postnatal Depression
Scale (EPDS). Doornbos et al. (2009) apontaram que mulheres portadoras do alelo
*L do polimorfismo 5-HTTLPR apresentaram aumento na incidéncia de depressao

seis semanas pos- parto.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Verificar a existéncia de associacbes entre as variantes genéticas 5-
HTTLPR e 5-HTTVNTR no gene SLC6A4, as concentracdes salivares do cortisol e o

diagnéstico psiquiatrico de DPP em mulheres.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Analisar e comparar as frequéncias dos polimo  rfismos 5-HTTLPR e 5-
HTTVNTR no gene SLC6A4 em mulheres com e sem DPP.

2.2.2 Analisar e comparar as frequéncias dos haplot  ipos dos polimorfismos  5-
HTTLPR e 5-HTTVNTR no gene SLC6A4 em mulheres com e sem DPP.

2.2.3 Investigar a associacdo das variantes 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR no gene
SLC6A4 e as dosagens salivares do cortisol.

2.2.4 Analisar as concentragdes salivares do cortis ol em mulheres com e sem
diagnostico para DPP.
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3 METODOLOGIA

3.1 AMOSTRA

Esse estudo contemplou gestantes de baixo e alto risco, maiores de 18
anos, residentes em zona urbana, capazes de compreender e responder ao
questionario socio-demografico. As gestantes foram triadas em ambulatorios do SUS
da cidade de Pelotas/RS, provenientes dos seguintes locais: Posto de Saude PAM-
Fragata, Posto de Salude Navegantes, Posto de Saude Bom Jesus, Posto de Saude
Simdes Lopes, Postos de Saude do Fatima, Posto de Saude Dunas e Posto de
Saude Cohab Lindoia.

A amostra inicial foi constituida por 207 mulheres, destas 147 mulheres de
descendéncia européia, 56 de descendéncia africana e 4 de descendéncia oriental.
Para classificacdo por grupos étnicos, as caracteristicas fenotipicas analisadas
foram: cor da pele, textura do cabelo, espessura dos labios, formato do nariz e cor
dos olhos (Parra et al. 2003). Optamos por incluir nesse estudo apenas as 147
mulheres brancas, 71,01% da amostra total, devido a representatividade em relacéo

ao numero da amostra.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre com parecer numero
270/07 e CONEP com parecer numero 44/08. Todas as pacientes que concordaram
em participar desta pesquisa leram e assinaram o termo de consentimento livre e

esclarecido.
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3.2 DIAGNOSTICOS PSIQUIATRICO E PSICOLOGICO DE DPP

Escala Beck de Depresséo

A Escala Beck de Depressao ou Inventario de Depressao de Beck (BDI-II)
(Beck et al.,, 1996) foi criada por Aaron Beck, contém medidas padronizadas de
depressdo e tem sido usado para determinar sintomas de DPP. Trata-se de um
questiondrio padronizado para avaliacdo do humor depressivo, bastante utilizado na
literatura, apresentando a caracteristica de ser auto-aplicativo. A escala consiste de
21 itens de multipla escolha, com niveis de intensidade, incluindo sintomas e
atitudes, cuja intensidade varia de 0 a 3. Esses itens referem-se a tristeza,
pessimismo, sensagcdo de fracasso, falta de satisfagdo, sensacdo de culpa,
sensacao de punicdo, autodepreciacdo, auto-acusacoes, idéias suicidas, crises de
choro, irritabilidade, retracdo social, indecisdo, distorcdo da imagem corporal,
inibicdo para o trabalho, distarbio do sono, fadiga, perda de apetite, perda de peso,
preocupacdo somatica, diminuicdo de libido (Beck et al., 1988). O Center for
Cognitive Therapy recomenda o0s seguintes pontos de corte: abaixo de 10
correspondem a pacientes sem sintomas de depressao ou sintomas minimos; entre
10 e 18 pontos a pacientes com sintomas de depressdo leve; os sintomas de
depressdo moderada equivalem a pontuacdo entre 19 e 29, e pacientes com
sintomas de depressao grave apresentam pontuacdo igual ou superior a 30,
podendo chegar a 63 (Beck et al., 1988).

No presente estudo, todas as mulheres foram avaliadas do ponto de vista
psiquiatrico/psicoldgico, tanto no pré quanto no pds-parto, e diagnosticadas ou ndo
para a DPP. O instrumento utilizado foi o BDI em sua verséo validada em portugués
(Gzorenstein et al., 1996) e o ponto de corte utilizado foi de 18 pontos.
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3.3 COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Entre 30 a 45 dias apd6s o nascimento das criancas, a coleta de material
biolégico (sangue e saliva) foi realizada no turno da manha, respeitando o periodo de
duas horas de jejum, onde o sangue foi coletado por puncéo venosa de 10 mL de
sangue na fossa cubita (dobra do cotovelo) com material descartavel, além disso,
foram coletados aproximadamente 4,0 mL de saliva. O sangue coletado foi
distribuido em 1 tubo vacutainer sem anticoagulante (5,0 mL) e 1 tubo vacutainer
com anticoagulante (EDTA) (5,0 mL). Logo apés, o sangue foi centrifugado durante
15 minutos a 4.500 rpm. O soro resultante foi separado em microtubos com 200uL, o
plasma e a camada de leucdcitos foram separados para posterior extracdo do DNA.
O material biolégico foi codificado por numeros e armazenado no laboratorio de
pesquisa do Hospital Universitario Sdo Francisco de Paula da Universidade Catdlica

de Pelotas, estocado em ultrafreezer (-80 C) para posterior do sagem e analise.

3.3.1 Coleta e dosagem do cortisol salivar

Para determinar os niveis de CORT salivar (ng/mL) foi utilizado um kit
comercial (DSL-10-67100 ACTIVE ® Cortisol EIA (FOR SALIVA)) segundo as
normas do fabricante. Padrdes, controles e amostras foram ensaiados em
duplicatas. A dose minima de deteccéo foi de 0,3 ng/mL e o erro intra-ensaio foi de
4%. As dosagens hormonais foram realizadas no laboratério de Neurociéncias da
Universidade Catdlica de Pelotas.
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3.3.2 Analises moleculares

Extracdo do DNA

O DNA foi extraido a partir da camada de leucocitos obtidos de sangue
periférico, utilizando a técnica descrita por Lahiri & Nurnberger (1991). O material foi
transferido para um tubo do tipo Falcon (15mL), adicionado 200uL de NONIDETO e
3,5 mL de tampédo TKM1 (Tris/HCI10mM; KCI 10mM; MgCl, 10 mM; EDTA 2mM), o
tubo foi agitado vigorosamente e apds centrifugado a 3000 rpm por 10min. O
sobrenadante foi descartado, e adicionado aproximadamente 4mL de TKM1 ao tubo
com o pellet, o tubo foi bem agitado até o pellet se dissolver e centrifugado
novamente a 3000 rpm por 10min. O sobrenadante foi desprezado novamente,
sendo este procedimento de lavagem repetido por mais duas vezes. ApOs 0
desprezado do sobrenadante, foi adicionado 640uL de TKM2 (Tris/HCI 10mM; KCI
10mM; MgCl, 10 mM; EDTA 2mM; NaCl 0,4mM) em cada tubo, homogeneiza¢éo do
pellet com auxilio de uma pipeta Pasteur. A mistura do pellet e TKM2 foi transferida
para um microtubo de 1,5 mL, onde foi adicionado 400uL de SDS 10% e agitado de
forma manual e suave, os tubos foram em seguida incubados em banho-maria por
10min a 55°C. Apés a incubacéo foi adicionado 240uL de cloreto de sodio 6M, 0s
tubos agitados, posteriormente centrifugados a 12000-14000 rpm por 15min. O
sobrenadante foi transferido com uma pipeta Pasteur para outro tubo do tipo Falcon,
onde se adicionou 5 mL de etanol absoluto (temperatura ambiente) e o DNA foi
precipitado. O DNA precipitado foi retirado com auxilio de uma pipeta de vidro com a

ponta curva e armazenado -20C em microtubo de 1,5 mL com tampéao Tris-EDTA .

Anélise dos Polimorfismos

ApoOs a extracdo de DNA, os fragmentos contendo os polimorfismos do gene
SLC6A4 foram amplificados pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) de acordo
com protocolo descrito por Koskela et al., 2008.

Resumidamente, a PCR do polimorfismo 5-HTTLPR no gene SLC6A4, foi
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realizada em um volume total de 25 ml contendo 1,0 mg de DNA genémico, 10 pmol
de cada um dos primers (SLC6A4 *F.5-CGC TCC TGC ATC CCC CAT TA-3' e
SLC6A4 *R:5'-GGG ATG CGG GGG AATACT GGT-3'), 0,2 mM de dNTPs, 1 mM de
MgCl,, 0,75U de Taq polimerase, solucdo tampao 1X (Com Persulfato de Aménio
[(NH4)2S0O4] e sem Cloreto de Magnésio [MgCl,]) e &gua. Uma desnaturagdo inicial a
94 por 2 minutos, depois de realizados 30 ciclos consistindo de: desnaturacdo a
94 por 30 segundos, anelamento a 60T por 30 segu ndos e extensao a 72T por
20 segundos; seguidos de uma extensdao final a 72C por 3 minutos. Os produtos da
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (2,5%) corado com
brometo de etidio, usando um marcador de peso molecular de 50 bp (ladder)
(Koskela et al., 2008). Os gendtipos do polimorfismo de insercédo/delecdo foram
visualizados sob luz ultra-violeta (Figura 3) e apresentaram bandas de 528pb (LL),
484pb (SS) e 528pb/484pb (LS) conforme Murphy et al. (2004).

A PCR do polimorfismo 5-HTTVNTR no gene SLC6A4, foi realizada em um
volume total de 25 ml contendo 1,0 mg de DNA gendmico, 10 pmol de cada um dos
primers (SLC6A4 *F:5-GTC AGT ATC ACA GGC TGC GAG-3' e SLC6A4 *R:5'-TGT
TCC TAG TCT TAC GCC AGT G-3), 0,2 mM de dNTP, 2,0mM de MgCl,, 0,1U de
Tag polimerase, solugédo tampéo 10X (Com Persulfato de Amoénio [(NH4).SO4] e sem
Cloreto de Magnésio [MgCl,]) e &gua. Uma desnaturacdo inicial a 95T por 5
minutos, apos realizados 35 ciclos consistindo de: desnaturacdo a 95T por 45
segundos, anelamento a 62T por 45 segundos e exten sdo a 72T por 45 segundos;
seguidos de uma extenséao final a 72T por 5 minutos. Os produtos da PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (2,5%) corado com brometo de etidio,
usando um marcador de peso molecular de 50 bp (ladder), foram visualizados sob
luz ultra-violeta (Figura 4) e apresentaram bandas de 248pb (9 repeticbes), 265pb
(10 repeticbes) e 299pb (12 repeticdes) conforme descrito por Lee et al. (2009).

Todas as analises moleculares foram realizadas no Laboratério de Biologia
Molecular da UFCSPA.
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3.4 ANALISE ESTATISTICA

A mediana e o intervalo interquartil das concentracdes salivares do CORT
foram comparados entre os portadores dos diferentes genétipos usando o teste de
Kruskal-Wallis. O teste de Mann-Whitney foi utilizado para fazer a comparacéo das
concentracfes de CORT salivar entre as mulheres com (BDI = 18) e sem DPP (BDI
<18).

As frequiéncias alélicas foram estimadas por contagem simples. Um teste de
x? de ajustamento foi utilizado para determinar se a distribuicdo das freqiiéncias
alélicas observadas estava em equilibrio de Hardy-Weinberg. Os haplotipos foram
estimados usando o programa Multiple Locus Haplotype Analysis, versao 2.0 (Long
et al.,, 1995, Peterson, 1999) e o desequilibrio de ligacdo foi testado usando o
software Arlequin, versao 3.1 (Excoffier, 2005).

As comparacodes das frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos 5-
HTTLPR e 5-HTTVNTR entre os individuos com DPP (BDI = 18) e sem DPP (BDI <
18) foram realizadas através de um Teste de x? com correcéo de Yates. Devido &
baixa freqiiéncia do gendtipo 12/09 (5-HTTVNTR) nesta amostra, pois apenas uma
mulher apresentou-o, a portadora deste genoétipo foi excluida das andlises
estatisticas para a associacdo deste polimorfismo com o diagnostico de DPP e com
as concentracdes salivares do CORT. Os escores do BDI foram comparados entre
os portadores dos diferentes diplétipos com um teste de Mann-Whitney.

O nivel de significancia aceito foi de p< 0,05 e IC de 95%.
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4 RESULTADOS

A analise da distribuicdo das frequéncias genotipicas dos polimorfismos 5-
HTTLPR e 5-HTTVNTR do SERT permitiram verificar que a populagdo estd sob
Equilibrio Hardy—-Weinberg, conforme o esperado. As frequéncias genotipicas do
polimorfismo 5-HTTLPR foram de 17,0% para S/S, 51,0% para L/S e 32,0% para
L/L. As frequéncias genotipicas do polimorfismo 5-HTTVNTR foram de 0,70% para
9/12, 14,70% para 10/10, 44,00% para 10/12 e 40,60% para 12/12. Um desequilibrio
de ligacdo foi detectado entre os dois polimorfismos (o valor de D' foi de 0,61,
p=0,003). Todos os hapldétipos foram encontrados na nossa amostra, 0s haplotipos
mais frequentes foram: S-12 (com uma frequéncia de 36,24%), L-10 (29,71%), L-12
(27,17%) e S-10 (6,88%).

A distribuicdo das frequiéncias genotipicas e os resultados das analises de
associacdo entre o diagnostico de DPP segundo a classificagdo do BDI com os
polimorfismos 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR em mulheres sao apresentados na Tabela
1. Em mulheres brancas, ndo foi observada associacao entre os polimorfismos 5-
HTTLPR (p=0,48) e 5-HTTVNTR (p=0,77) analisados isoladamente com o
diagnéstico de DPP. As andlises realizadas com os haplétipos dos polimorfismos 5-
HTTLPR e 5-HTTVNTR demonstraram que mulheres portadoras dos diplotipos L-
12/L-12 pontuaram menor nos sintomas depressivos (mediana: 0,5; intervalo
interquartil: 0,00-4,00, p=0,04) comparadas com mulheres portadoras de outros

diplotipos (mediana: 4,0; intervalo interquartil: 1,00-10,00) (Figura 2).

Tabela 1. Distribuicdo das frequiéncias genotipicas dos polimorfismos 5-HTTLPR e
5-HTTVNTR de acordo com a classificagao do BDI.

5-HTTLPR
Gendtipos SIS L/S L/L p
BDI < 18 16,90% (19) 50,40% (57) 32,70% (37) 0,48
BDI > 18 13,30% (2) 66,70% (10) 20,00% (3)

5-HTTVNTR
Genotipos 10/10 10/12 12/12 p
BDI < 18 15,10% (16) 41,50% (44) 43,40% (46) 0,77
BDI > 18 9,00% (1) 45,50% (5) 45,50% (5)
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Outros Dipl 6tipo
diplétipos L-12/L-12

Figure 2 . Escores de sintomas depressivos de acordo com os diplétipos dos polimorfismos 5-HTTLPR
e 5-HTTVNTR.

4.1 RESULTADOS COMPLEMENTARES

Investigacédo da associacao das concentracdes de cortisol salivar com
os polimorfismos 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR

Neste estudo, as concentracbes do CORT salivar ndo foram diferentes entre
0s genotipos do polimorfismo 5-HTTLPR, como demonstra a Tabela 2. Porém, em
relacdo ao polimorfismo 5-HTTVNTR as concentragbes do CORT salivar foram
diferentes. Podemos observar na Tabela 2, que mulheres portadoras do genotipo
10/10 deste polimorfismo, apresentaram maiores concentracdes do CORT salivar

guando comparadas com as mulheres portadores dos gendétipos 12/10 e 12/12.

Na Tabela 3 observamos que as concentracbes do CORT salivar nao
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apresentaram diferenca significativa quando comparamos mulheres com DPP (BDI 2
18) ou sem DPP (BDI < 18).

Tabela 2. Mediana e intervalo interquartil das concentracdes de cortisol salivar nos
polimorfismos 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR.

5-HTTLPR

Gendtipos SIS L/S L/L p
(n) (22) (68) (45)
Mediana 0,80 0,94 0,92 0,41
Interquartil (0,43-1,13) (0,42-1,36) (0,57-2,03)

5-HTTVNTR
Genotipos 10/10 10/12 12/12 p
(n) (20) (56) (49)
Mediana 1,27 0,72 0,93 0,03
Interquartil (0,61-2,19) (0,39-1,23) (0,64-1,46)

Teste de Kruskal-Wallis

Tabela 3. Mediana das concentragdes do cortisol salivar entre as mulheres com (BDI
= 18) ou sem DPP (BDI < 18).

BDI n Mediana do cortisol salivar p
Menor que 18 119 68,28
Maior ou igual a 18 15 61,40 0,52

Teste de Mann-Whitney
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, ndo foi detectada associacdo dos polimorfismos no
gene SLC6A4 quando analisados isoladamente com diagndstico de DPP, mas, 0s
haplétipos dos polimorfismos 5-HTTVNTR e 5-HTTLPR foram associados com o
escore de depressdo em mulheres na 122 semana pés-parto. Dessa forma,
sugerimos que a diferente susceptibilidade para DPP entre mulheres pds-parto pode
ser devido a combinacéo de variantes genéticas que conferem maior risco.

Até o presente momento, os motivos pelos quais algumas mulheres apés o
parto desenvolvem DPP nado estdo completamente elucidados. Véarios estudos tém
analisado a associagdo de polimorfismos do gene SLC6A4 com transtornos do
humor. No entanto, apenas dois estudos semelhantes foram realizados com o DPP
e resultados contraditérios tém sido relatados.

A relacdo entre os polimorfismos 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR e a expressao
funcional do SERT n&do estdo totalmente esclarecidos. Embora algumas
investigacdes indiquem evidéncias da existéncia desta relacdo, ainda existem
davidas sobre a relagdo entre estes polimorfismos e o risco de desenvolver
transtornos mentais como a depressdo. Heils et al., (1996) realizaram estudos
funcionais in vitro e demonstram que a o alelo *L do polimorfismo 5-HTTLPR
determina maior eficiéncia para o promotor do gene. Portanto, individuos com
genatipo L/L tém mais expressao do SERT do que individuos com os gendtipos L/S
e S/S. Outros estudos também associam a presenca do alelo *S do polimorfismo 5-
HTTLPR (Lesch et al., 1996; Pezawas et al., 2005, Wilhelm et al., 2006; Zalsman et
al., 2006) e os alelos de 10 e 12 repetigdes do polimorfismo 5-HTTVNTR (Collier et
al., 1996.; Pascual et al., 2007) com a menor eficiéncia de transcricdo do SERT. Em
analises por ressonancia magnética, foram detectadas diferencas funcionais em
regibes relacionadas com a emocdo e reducdo do volume do cortex cingulado
anterior perigenual e amigdala em portadores do alelo S do polimorfismo 5-HTTLPR
(Pezawas et al., 2005).

Alguns estudos investigaram a associacao do polimorfismo 5-HTTLPR com
transtornos de humor. Segundo Gonda et al. (2008), a presenca do alelo *S foi
significativamente associada com ansiedade, depressdo, desesperanca, culpa,

hostilidade, agresséo, presenca de sintomas neuréticos e temperamentos afetivos



45

carregando um componente depressivo. Pascual et al. (2007) encontraram
associacdo do polimorfismo 5-HTTLPR com o desenvolvimento de transtorno
mental. Caspi et al. (2003) detectaram associacdo de maus tratos na infancia com
depressdo na vida adulta em individuos portadores do alelo S. Xie et al. (2009)
observaram que em individuos com uma ou duas coépias do alelo *S, quando
expostos a eventos estressores ambientais, tornou-se maior o risco de transtorno de
estresse pos-traumatico. Zalsman et al. (2006) demonstraram que portadores do
alelo *S tém maior sensibilidade para eventos estressores ambientais associados
com a gravidade da depressdo maior. Wilhelm et al. (2006) e Taylor et al. (2006)
observaram que individuos homozigotos para o alelo *S, se expostos a eventos
estressores ambientais, apresentaram sintomatologia depressiva maior, comparados
aos portadores dos gendtipos L/S ou L/L. Quando tomados em conjunto, 0S
resultados destes trabalhos indicam que apenas o genétipo 5-HTTLPR néo parece
determinar ou iniciar o transtorno, porém o risco para o inicio do transtorno, aumenta
em individuos com uma ou duas copias do alelo *S, quando expostos aos eventos
estressores ambientais. Contrastando com os resultados dos estudos descritos,
Chorbov et al. (2007) e Laucht et al. (2009) demonstram que os individuos com
gendtipo L/L expostos aos eventos estressores ambientais apresentam um risco
aumentado de depressao.

Nossos resultados ndo demonstraram nenhuma associacdo entre o
genotipo 5-HTTLPR sozinho e DPP em mulheres brancas. Além disso, apesar dos
estudos descritos acima detectaram associagcédo deste polimorfismo com transtornos
do humor, varios estudos ndo encontraram associacao significativa do polimorfismo
5-HTTLPR com desenvolvimento de transtornos de humor, tais como: depressao
maior (Gutiérrez et al., 1998; Surtees et al., 2006), depressdo em individuos que
tentaram suicidio (Segal et al., 2009), depresséo e eventos estressantes (Araya et
al., 2009; Veletza et al., 2009) e transtornos bipolares (Alaerts et al., 2009). Em uma
meta-analise, Risch et al.,, (2009) ndo observaram que o genétipo 5-HTTLPR
sozinho ou interagindo com 0s eventos estressantes estivessem associados com 0
risco de depressdo em ambos o0s sexos. Nossos resultados também néo
demonstraram nenhuma associacdo entre o polimorfismo 5-HTTVNTR e DPP em
mulheres brancas. No entanto, em estudo anterior, 0 aumento na frequéncia do alelo
de 12 repeticbes deste polimorfismo foi observado em individuos com transtorno

bipolar, mas ndo em depressdo maior (Collier et al., 1996). Kumar et al. (2007)
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observaram uma associacdo do alelo de 10 repeti¢cdes do polimorfismo 5-HTTVNTR
com a psicose puerperal. J4, Liu et al. (1999) e Alaerts et al. (2009) ndo encontraram
associacdo do polimorfismo do 5-HTTVNTR com transtorno bipolar. Assal et al.
(2004) ndo encontraram nenhuma associacdo do polimorfismo 5-HTTVNTR com
agitacao/agressao, depressdo ou ansiedade.

Ao melhor de nosso conhecimento, ha apenas dois estudos sobre
polimorfismos relacionados com o SERT e DPP. Sanjuan et al. (2008) relataram que
em oito semanas apos 0 parto, 0os genotipos de elevada expressao do SERT (L/L do
polimorfismo 5-HTTLPR e 12/12 do polimorfismo 5-HTTVNTR) foram associados
com o aumento da pontuacdo pds-natal da escala Edimburgo Depression Scale
(EPDS). Doornbos et al. (2009) indicaram que mulheres portadores do alelo *L do
polimorfismo 5-HTTLPR tenderam para os escores aumentados de depressdo em
seis semanas apos o parto.

Nossos dados ndo estdo de acordo com os resultados expostos por
Sanjuan et al. (2008), no entanto esses dois trabalhos ndo séo totalmente
comparaveis, pois a escala para diagndéstico e o periodo pos-parto da avaliacdo dos
sintomas depressivos foram diferentes. Além disso, nossos achados sao
parcialmente corroborados por véarios estudos que associaram a presenca do alelo
*S do polimorfismo 5-HTTLPR (Caspi et al., 2003, Taylor et al., 2006; Wilhelm et al.,
2006; Zalsman et al., 2006; Xie et al., 2009) e alelo de 10 repeti¢cdes do polimorfismo
5-HTTVNTR (Kumar et al., 2007) com transtornos do humor, uma vez que em nosso
estudo o diplotipo L-12/L-12 foi associado com menor pontuacdo dos sintomas
depressivos, indicando que esse poderia ser um diplétipo protetor para o quadro
DPP.

Nossos resultados sdo importantes, pois poucos estudos investigam a
associacado dos polimorfismos do 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR com DPP. Além disso,
estes dois trabalhos (Sanjuan et al., 2008 e Doornbos et al., 2009) sobre
polimorfismos do SERT e DPP apresentaram resultados conflitantes com outros
estudos de associacado com transtornos do humor.

Ha evidéncias conflitantes sobre a relacdo entre hipercortisolemia e risco
para a depressdo. Goodyer et al. (2000) verificou o aumento de CORT matinal em
amostra de adolescentes de alto risco. Ha relatos da hiperatividade do eixo HPA na

depresséao maior (Schmider et al., 1995; Holsboer & Barden, 1996; Gold & Chrousos,
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2002; Watson et al.,, 2004) e na depressdo maior psicética em alguns pacientes
deprimidos (Holsboer, 2000; Mello et al., 2007).

A depressédo € um disturbio complexo e heterogéneo, o eixo HPA € um dos
sistemas mais importantes a ser estudado para elucidar a etiologia da depresséao,
mas outros fatores também precisam receber atencdo, como o tipo e a gravidade da
depressado, genotipo, histéria de estresse durante a infancia e, provavelmente,
resiliéncia (pessoas que tém a capacidade de retornar ao seu equilibrio emocional
apos sofrer grandes pressfes ou estresse, ou seja, sdo dotadas de habilidades que
Ihes permitem lidar com problemas sob pressao ou estresse mantendo o equilibrio).
Todos esses fatores juntos resultam em um endofendtipo propenso a depressao.

Como ja descrito na introducdo deste trabalho, DPP é uma doenca
multifatorial e dessa forma espera-se que o efeito de uma ou duas variantes
genéticas isoladas, seja pequeno. Portanto, a analise de associacdo com as
variantes genéticas deste endofendtipo (tracos discretos, mensuraveis que podem
estar ligados a genes especificos), pode indicar a associacdo desta variante com a
fisiopatologia deste transtorno. No entanto, estes resultados, necessitam de
confirmacgfes em estudos independentes, pois este € o primeiro relato na literatura.

Nossos resultados sédo inovadores, pois nao existem estudos que
investigaram a associacdo dos genotipos dos polimorfismos 5-HTTLPR e 5-
HTTVNTR com DPP e a concentracdo de CORT salivar. Embora nosso trabalho
tenha algumas limitagbes, como tamanho da amostra moderada e analises de
variacdes genéticas sem fatores de risco ambiental, a nossa investigacdo pode ser
considerado como o estudo exploratério para a compreensdo da susceptibilidade

para o quadro de DPP.
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6 CONCLUSOES

Em nosso estudo, nenhuma associacao significativa foi observada entre os
polimorfismos 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR e o diagnéstico DPP, quando estes foram
analisados isoladamente. No entanto, quando as duas variantes genéticas foram
analisadas conjuntamente como haplotipos, as mulheres portadoras do diplotipo L-
12/L-12 tiveram reducdo da pontuacao de sintomas de depressédo da escala BDI,

quando comparadas as mulheres portadoras de outros diplétipos.

Além disso, o polimorfismo 5-HTTLPR nédo foi associado com as
concentracfes do CORT salivar. Porém, o polimorfismo 5-HTTVNTR foi associado
com as concentracfes desse horménio. As mulheres com o gendtipo 10/10 do
polimorfismo 5-HTTVNTR apresentaram maiores concentragcbes do CORT salivar

guando comparadas com as mulheres portadoras dos gendétipos 12/10 e 12/12.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Nossos resultados sdo inéditos quanto a analise da relacdo entre os
polimorfismos 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR no gene SLC6A4 e as concentra¢gbes do
CORT salivar.

Dessa forma, temos como perspectivas futuras:

- Aumentar o tamanho da amostra;

- A partir dessa nova coleta de DNA de maes com e sem DPP, analisar e
comparar as frequéncias dos polimorfismos 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR no gene
SLC6A4;

- Dosar o CORT salivar nesse novo grupo de maes com e sem DPP;

- Realizar coletas do CORT salivar matinal em mulheres que desenvolveram
ou ndo DPP em intervalos de 6, 8 e 12 semanas poOs-parto. Apds, comparar 0s
resultados obtidos com demais relatos conflitantes na literatura.

- Analisar e comparar as frequéncias dos polimorfismos 5HT1B e G861C do
receptor serotoninérgico subtipo 1B em mulheres com e sem DPP;

- Analisar e comparar as frequéncias dos polimorfismos 5HT2A T102C e

C516T do receptor serotoninérgico subtipo 2A em mulheres com e sem DPP.
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9 ANEXOS

Figura 3. Foto do gel de agarose contendo os produtos da PCR do polimorfismo 5-
HTTLPR. A esquerda, posi¢do 1: observamos o marcador de peso molecular de 50
pb, posicdo 2: heterozigoto L/S e posi¢des 3-4: homozigotos L/L. O alelo longo (L)
apresenta banda de 528pb, e o alelo curto (S) apresenta banda de 484 pb.
Observamos na parte superior do gel, bandas inespecificas de aproximadamente

700pb.

Figura 4. Foto do gel de agarose contendo os produtos da PCR do polimorfismo 5-
HTTVNTR. A esquerda, observamos o marcador de peso molecular de 50 pb,
posicdo 2: heterozigoto 9/12, posicbes 3-6: homozigotos 12/12, posicao 7:
heterozigoto 10/12 e posi¢cdes 8-10: homozigotos 12/12. O alelo de 9 repeticbes
apresenta fragmento de 248pb, 10 repeticOes fragmento de 265pb e 12 repeticbes
fragmento de 299pb.
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Resumo

OBJETIVO: O objetivo do presente estudo foi avaliar a associacdo entre o0s
polimorfismos 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR no gene do transportador de serotonina
(SLC6A4) em mulheres brasileiras com diagndstico para depresséo pos-parto (DPP)
e presenca de sintomas depressivos. METODOS: A amostra foi constituida de 207
mulheres, 147 (71,01%) brancas e 60 (28,99%) nao-brancas; agrupadas com base
na cor da pele e caracteristicas morfoldgicas. O Inventario de Depresséo de Beck foi
utilizado para diagnosticar DPP e para apontar os sintomas depressivos. Os
polimorfismos 5-HTTLPR e 5-HTTVNTR foram analisados pela técnica de PCR. O
estudo da associacdo foi feita apenas nas mulheres brancas. RESULTADOS:
Quando os polimorfismos foram analisados sem as variaveis ambientais, nédo foi
observada associacéao entre o diagnéstico de DPP ou os polimorfismos 5-HTTLPR
(p=0,48) e 5 HTTVNTR (p=0,77). Mas, analisados em conjunto com os dados sobre
seus haplétipos, as analises demonstraram que as mulheres portadoras do diplotipo
L-12/L-12 pontuaram menor nos sintomas de depressdo quando comparadas com
os demais diplétipos (p=0,04). DISCUSSAO: Poucos estudos investigaram a
associacao de polimorfismos no SLC6A4 com a DPP, e o papel dos polimorfismos 5-
HTTLPR e 5-HTTVNTR na susceptibilidade para DPP ainda nédo foi estabelecida.

Nossos resultados contribuem para a compreenséo da susceptibilidade para DPP.

Palavras-chave: depressdo pos-parto, transportador de serotonina, SLC6A4, 5-
HTTLPR e 5-HTTVNTR
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Abstract

OBJECTIVE: The purpose of the present study was to evaluate the association
between the 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms in the serotonin transporter
gene (SLC6A4) in Brazilian women with postpartum depression (PPD) diagnostic
and the presence of depressive symptoms. METHOD: The sample consisted of 207
women, 147 (71.01%) white and 60 (28.99%) non-white; women were grouped
based on skin color and morphological characteristics. The Beck Depression
Inventory was used to diagnose PPD and to score the depressive symptoms. The 5-
HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms were analyzed by PCR-based methods.
The association study was performed only in the sub-group containing white women.
RESULTS: When the polymorphisms were analyzed without environmental
variables, no association was observed between the PPD diagnosis and either the 5-
HTTLPR (p=0.48) or the 5-HTTVNTR (p=0.77) polymorphism. When the
polymorphisms were analyzed in conjunction with data regarding their haplotypes,
the analyses demonstrated that women carriers of the diplotype L-12/L-12 have a
lower depression symptoms score than women with other diplotypes (p=0.04).
DISCUSSION: Few studies have investigated the association of SLC6A4
polymorphisms with PPD, and the role of 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR
polymorphisms in PPD susceptibility has not yet been established. Therefore, our
findings linking the haplotypes of these two variants with the depression symptoms

score contributes to our understanding of PPD susceptibility.

Keywords: postpartum depression, serotonin transporter, 5-HTTLPR and 5-
HTTVNTR
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Introduction

Postpartum depression (PPD) is the most commonly studied mood disorder;
it is similar to major depressive disorder but has its onset within the first 4 to 6 weeks
after delivery’. A meta-analysis has estimated that PPD is prevalent worldwide and
affects 10% to 15% of women?. In the Brazilian population, the incidence of maternal
depression in the samples studied ranged from 10% to 20%°. PPD differs from the
baby blues because in most cases it affects the functionality of the mother and
endangers the well-being of both mother and baby. PPD can be a devastating
disease for the mother, can harm the neurocognitive and socio-emotional
development of the child, and can increase the risk of mental and medical disorders
in the offspring later in life*. PPD is a multifactorial disease; the susceptibility for its
development is related to psychological, biological (including hormonal changes and
genetic vulnerability) and social factors®. The risk for its occurrence is higher in
women with a history of major depression®, previous PPD’, or a family history of
depression®. Therefore, according to Forty et al., there is a genetic component of the
susceptibility for this disorder.

According to the DSM-IV (Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorder, Fourth Edition)*, there is a relationship between depressive symptoms and
changes in the concentration of neurotransmitters, especially serotonin, in the brain.
Decreased levels of 5-HT is one of the factors contributing to the etiology of major
depression®. The serotonin transporter (SERT) is located in the presynaptic
membrane of serotonergic neurons, where it controls the intensity and duration of the
serotonergic signaling through the re-uptake of this neurotransmitter in the synaptic

cleft®.
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The SERT is encoded by the SLC6A4 gene located in the 17ql11.1-q12
region'’. The expression of this gene is influenced by its genetic variants. Two
polymorphisms are widely studied. The 5-HTTLPR polymorphism (resulting from an
insertion/deletion) is located in the promoter region*? and has a long allele (L — with
an insertion of 44 bp) and short allele (S). The 5-HTTVNTR polymorphism
(containing a variable number of tandem repeats) is in the second intron and has a
repetition unit consisting of 17 bp. Three alleles of 5-HTTVNTR have been described
and contain 9, 10 or 12 repetitions)™>.

SLC6A4 has been identified as a candidate gene for mood disorders, since
several studies have associated SLC6A4 polymorphisms with the development of

1316 and bipolar disorder'’. The best of our knowledge, only two

major depression
previous studies investigated the association of SLC6A4 polymorphisms with
depression scores in postpartum women®*°. These results contradicted studies that
evaluated these polymorphisms with respect to mood disorders in other life
periods>***>2%2! The present study aimed to determine the association between the
5-HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms and both the PPD diagnosis and the

depressive symptoms score in a group of Brazilian women. These results may impact

the treatment of PPD.

Materials and Methods

Subjects

This was a nested cohort study with pregnant women who were recruited

from the Brazilian National System of Public Heath from 2006 to 2008. All women
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seeking prenatal care in the public health system of Pelotas City were visited and
invited to participate in the study. The participants were all over 18 years old, lived in
the urban area, and were able to understand and answer the sociodemographic
questionnaire included in the study. Participants from an Eastern origin were
excluded from this study. The sample consisted of 207 women, 147 (71.01%) of
which were white women and 60 (28.99%) of which were non-white women. The
participants were grouped by their skin color and morphological characteristics as
described in Parra et al.?2. This study was approved by the Ethics Committee of the
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (n.270/07) and CONEP

(n. 44-08). All subjects signed an informed consent form.

Depressive symptoms access:

The mothers had received a domiciliary visit to be interviewed and had
provided blood samples for genetic analyses between 45 to 90 days after delivery.
The Beck Depression Inventory (BDI) in its validated Portuguese version®® was
employed to detect depressive symptomatology in the mother for diagnosis of PPD.
A cutoff point of 18 was used to differentiate between mild and moderate/severe

depression.

DNA Analyses

The blood used for DNA extraction was collected by a trained professional in
the residence of each participant. Genomic DNA was extracted from peripheral blood
leukocytes by a salting-out procedure®. DNA fragments with the 5-HTTVNTR
polymorphism were amplified by polymerase chain reaction (PCR) with the forward

primer 5'GTCAGTATCACAGGCTGCGAGZ and the reverse primer
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5TGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG3 and using the same conditions as previously
described®. The amplification of the 5-HTTLPR polymorphism was performed using
the forward primer 5GCGCTCCTGCATCCCCCATTA3 and the reverse primer
5GGGATGCGGGGGAATACTGGT3’, which produced a 297 bp (L allele) and 253 bp
(S allele) fragment?®. The genotypes of 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR were determined
by separating the amplified products by electrophoresis on a 2.5% agarose gel

containing ethidium bromide and using a 50 bp ladder to measure band sizes.

Statistical analysis

Allele frequencies were estimated by gene counting. A x° test for goodness
of fit was used to determine whether or not the observed allele frequencies agreed
with those expected under Hardy-Weinberg equilibrium. Haplotype frequencies and
linkage disequilibrium were estimated using the Multiple Locus Haplotype Analysis

.0°"? and Arlequin software version 3.1?°. The X? test with Yates

program version 2
correction was used to compare allele and genotype frequencies of the 5-HTTLPR
and 5-HTTVNTR polymorphisms between individuals with a PPD diagnosis (with BDI
> 18) and without a PPD diagnosis (with BDI < 18). Because of the lower frequency
of the 9/12 genotype (5-HTTVNTR) in this sample (only one woman), this woman
was excluded from statistical analyses of association of this polymorphism with the

PPD diagnosis. The BDI scores were compared between carriers of different

diplotypes with Mann-Whitney tests at a significance level of p<0.05.

Results
The genotype frequency distributions of the 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR

polymorphisms were in agreement with Hardy—Weinberg expectations. Although our
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initial sample consisted of 207 women classified as both white and nonwhite, we only
included white women in this study for two reasons: white women composed the
majority of our sample (71.01%), and previous works showed a difference in the
allelic and genotypic frequencies of the 5-HTTLPR polymorphism in different ethnic
groups>. The genotype frequencies of the 5-HTTLPR polymorphism were 17.0% for
S/S, 51.0% for L/S and 32.0% for L/L. The genotype frequencies of the 5-HTTVNTR
polymorphism were 0.70% for 9/12, 14.70% for 10/10, 44.0% for 10/12 and 40.60%
for 12/12. Linkage disequilibrium was detected between the two polymorphisms (the
D’ value was 0.61, p= 0,003). All four possible haplotypes were found in this sample;
the more frequent haplotypes were S-12 (with a frequency of 36.24%), L-10
(29.71%), L-12 (27.17%) and S-10 (6.88%).

The results of the association analyses between the 5-HTTLPR and 5-
HTTVNTR polymorphisms and the PPD diagnosis according to the BDI (Beck
Depression Inventory) in women are presented in Table 1. When the polymorphisms
were analyzed alone, no association was observed between the 5-HTTLPR (p=0.48)
and 5-HTTVNTR (p=0.77) polymorphisms and the PPD diagnosis. The information
from these analyses combined with information regarding the haplotypes of the 5-
HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms demonstrated that women carriers of
diplotype L-12/L-12 have a lower depression symptoms score (median: 0.5; inter-
quartile range: 0.00-4.00; p=0.04) than women with other diplotypes (median: 4.0;

inter-quartile range: 1.00-10.00 — Figure 1).

Discussion
The present study analyzed the PPD diagnosis of women between 45 and

90 days after delivery. When PPD was the only diagnostic, with no co-morbidity, did
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not reveal an association between SLC6A4 gene polymorphisms. However, the
results indicated that the haplotypes of the 5-HTTVNTR and 5-HTTLPR
polymorphisms were associated with the depression score.

The relationship between the 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms
and SERT function and expression is not yet fully understood, although some

evidence of this correlation has been previously shown. Heils et al.**

performed an in
vitro functional study and demonstrated that the promoter region promoted
transcription of the 5-HTTLPR*L allele more efficiency than it promoted transcription
of the S allele. Therefore, individuals with the L/L genotype expressed more SERT
than those with S/L and S/S genotypes. Other studies also associated the presence
of the 5-HTTLPR*S allele™®'>%* and the 10 and 12 alleles of the 5-HTTVNTR

polymorphism®’?*

with lower SERT transcription efficiency. Functional magnetic
resonance imaging analyses have revealed the reduced volume of the perigenual
anterior cingulate cortex and amygdala in carriers of the S allele®. Although these
studies have advanced the knowledge of the relationship between these
polymorphisms and the risk of developing mental disorders such as depression,
more information is required to fully understand this relationship.

Some studies have investigated the association of the 5-HTTLPR
polymorphism with mood disorders. According to Pascual et al.?, the presence of the
S allele was significantly associated with the development of a mental disorder.

Caspi et al.”®

determined that individuals carrying the S allele had a higher incidence
of child maltreatment and depression in adulthood. Xie et al.® found that individuals
with one or two copies of the S allele have an increased of developing posttraumatic

stress disorder when exposed to adverse environmental events. Moreover, Zalsman

et al.”™® demonstrated that individuals who carry the S allele are more reactive to
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aversive environmental events associated with the severity of major depression.

Wilhelm et al.** and Taylor et al.?

observed that individuals homozygous for the S
allele showed greater depressive symptomatology when exposed to stress compared
with those harboring the S/L or L/L genotype. Taken together, these studies indicate
that the 5-HTTLPR genotype does not determine the development of the disorder per

se. However, when exposed to stressful events, individuals with one or two copies of

the S allele are more likely than L/L homozygotes to develop the disorder.

4
.33 1.3

Conversely, the results of Chorbov et al.”® and Laucht et al.”™ suggest an opposite
conclusion than as described above. These studies showed that individuals with the
L/L genotype who were exposed to adverse environmental events exhibited an
increased risk of depression.

Specifically regarding postpartum depression, our results showed no
association between the 5-HTTLPR genotype alone and PPD in white women (Table
1). This conclusion agreed with several studies that found no significant relationship
between the 5-HTTLPR polymorphism and development of mood disorders such as
major depression®, depression and attempted suicide®, depression and stressful life
events®’, and bipolar disorders®. Indeed, in a meta-analysis, Risch et al.*® did not
observe that the 5-HTTLPR genotype alone or in conjunction with stressful events
was associated with a risk for depression in both genders.

Our results showed no association between the 5-HTTVNTR polymorphisms
and PPD in white women. Alaerts et al.*® did not find an association between the 5-
HTTVNTR polymorphisms and bipolar disorder. Assal et al.* did not find a
relationship between the 5-HTTVNTR polymorphism and agitation/aggression,

depression, or anxiety. However, in a previous study the increased frequency of the

5-HTTVNTR* 12 allele was observed in subjects with bipolar disorder but not major
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depression'’. Kumar et al.”’ observed an association between the 5-HTTVNTR*10
allele and puerperal psychosis.

To the best of our knowledge, only two studies have focused on the
relationship between serotonin-related polymorphisms and PPD. Sanjuan et al.'®
reported that at 8 weeks postpartum, high expression of SERT genotypes (L/L of 5-
HTTLPR and 12/12 of 5-HTTVNTR polymorphisms) was associated with an increase
in the Edinburgh Postnatal Depression Scale (EPDS) score. Doornbos et al. *°
indicated that female 5-HTTLPR* L carriers trended toward increased depression
scores at 6 weeks postpartum. In our study, no significant associations between the
SLC6A4 gene polymorphism and the PPD diagnosis were detected when the
analyses were performed separately for each polymorphism (Table 1). When the two
genetic variants were analyzed together with the haplotypes, women carrying the L-
12/L-12 diplotype showed a lower depression symptoms score (BDI scale) when
compared to women carrying other diplotypes (Figure 1). The present data are
different than those of Sanjuan et al.'®* However, these two studies are not totally
comparable because both the scale for the diagnosis and the postpartum period
were different. Additionally, our findings are partially corroborated by several studies
that associated the presence of the 5-HTTLPR*S allele’®****?*° and the 5-
HTTVNTR* 10 allele® with mood disorders; in our study, the L-12/L-12 diplotype was
associated with a lower depression symptoms score, indicating that this diplotype
could protect an individual from developing PPD.

Our findings are important because few studies have investigated the
association of haplotypes determined by the 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR

polymorphisms with PPD. In summary, we present evidence that postpartum women

carrying the L-12/L-12 diplotype show less depression symptoms than those carrying
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other diplotypes. Moreover, this result implicates genetic variations in the SERT gene
on the etiology of PPD. Our study has limitations, such as the moderate sample size
and analyses of genetic variants without environmental risk factors. However, the
present analyses may be considered an exploratory study for understanding PPD
susceptibility in a specific life period, in which stress responses are considerably
altered by several factors, the most notable of which are the hormones of the

hypothalamus-pituitary-gonad axis.
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Legends

Table 1. Genotypic frequencies of the 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms in
women with postpartum depression, determined by the Beck Depression Inventory.

The number of women (n) is given in parentheses.

Figure 1. Depression symptoms score according to the 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR

polymorphism diplotypes.
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Table 1. 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR polymorphisms genotypes frequencies in

women with postpartum depression according classification of Beck Depression

Inventory. The number of women (n) is given between parentheses.

5-HTTLPR
Genotypes S/S L/S L/L p
BDI <18 16.90% (19) 50.40% (57) 32.70% (37) 0.48
BDI > 18 13.30% (2) 66.70% (10) 20.00% (3)

5-HTTVNTR
Genotypes 10/10 10/12 12/12 p
BDI < 18 15.10% (16) 41.50% (44) 43.40% (46) 0.77
BDI > 18 9.00% (1) 45.50% (5) 45.50% (5)
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Diplotypes L-12/L-12

Figure 1. Depression symptoms score according to the 5-HTTLPR and 5-HTTVNTR
polymorphism diplotypes.



