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RESUMO

A associagcdo entre polimorfismos genéticos relacionados a etiologia da
depressdo vem sendo alvo de diversos estudos nas ultimas duas décadas. A
variacdo genética em regifes regulatérias pode afetar o status epigenético e
consequentemente afetar a transcricdo génica de maneira loci especifica,
contribuindo de forma aditiva a etiologia dessa doenga. Os polimorfismos
derivados de VNTRs (do inglés, Variable Number Tandem Repeats) presentes
nas regides regulatorias do gene SLC6A4 tém sido associados com diversas
doencas, principalmente com a depressao. Além de afetar a transcricdo génica,
esses polimorfismos tém sido associados a padrdes diferenciais de metilacao
em citosinas do DNA (5mC) no promotor desse gene. A agao conjunta de
polimorfismos genéticos e a metilagdo do DNA pode ser afetada por fatores
ambientais. Como exemplo de fator ambiental, a exposicdo a depressao
materna pode contribuir com a maior susceptibilidade a psicopatologias em
criancas, podendo ocorrer desde o periodo intrauterino até os primeiros anos
de vida. O presente estudo teve como objetivo analisar a frequéncia e interacao
dos polimorfismos associados ao gene SLC6A4 (5-HTTLPR e STin2) em uma
amostra de binbmios mae-filho, onde as méaes foram diagnosticadas com
depressdo. Nessas amostras foram analisados os niveis de metilacdo do DNA
(5mC) em um elemento tipo AluJb localizado dentro do promotor desse gene.
Para a genotipagem e a quantificacdo dos niveis de 5mC foram utilizadas as
técnicas de PCR convencional e MSRED-qPCR (do inglés, Methylation-
Sensitive Restriction Enzyme Digestion - quantitative PCR), respectivamente.
Foi encontrada uma maior associacdo dos genétipos S/S (5-HTTLPR) em
binbmios onde maes e filhos apresentavam o diagndéstico de depressao.
Enquanto o polimorfismo STin2 apresentou predominancia do genoétipo
STin2.10/STin2.12 em individuos com depressao e predominancia do genotipo
STin2.12/STin2.12 em controles. Apesar de n&o encontrar diferenga
significativa entre as frequéncias dos grupos controle e com depressao, quando
avaliados a interacdo dos polimorfismos, foi visto que portadores de ao menos
um alelo S do 5-HTTLPR e um alelo 10 do STin2 foram mais frequentes em

individuos com depressao. Os resultados da quantificacdo de 5mC mostraram
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gue em um subgrupo de méaes e filhos que apresentavam depressao, ocorreu
uma diminuicdo dos niveis de metilacdo do DNA em relacdo aos demais
individuos analisados. Esse padrdo de hipometilacdo se mostrou ainda mais
acentuado em individuos portadores de ao menos um alelo S (individuos S/L e
S/S), o0 que sugere que a presenca do alelo S possa ter alguma relacdo com o

perfil epigenético de segmentos desse promotor.

Palavras chaves: Metilagcdo do DNA; SLC6A4; Depresséao; Epigenética



ABSTRACT

The association between genetic polymorphisms related to the etiology of
depression has been the subject of several studies in the last two decades.
Genetic variation in regulatory regions can affect epigenetic status and
consequently affect gene transcription in a specific loci manner, contributing in
an additive way to the etiology of this disease. The polymorphisms derived from
VNTRs (Variable Number Tandem Repeats) present in the regulatory regions of
the SLC6A4 gene have been associated with several diseases, mainly with
depression. In addition to affecting gene transcription, these polymorphisms
have been associated with differential methylation patterns in DNA cytosines
(5mC) in the promoter of this gene. The joint action of genetic polymorphisms
and DNA methylation can be affected by environmental factors. As an
environmental factor, an exposure to maternal depression may contribute to a
greater susceptibility to psychopathology in children, which may occur from the
intrauterine period to the years of life. The aim of the present study was to
analyze the frequency and interaction of SLC6A4 (5-HTTLPR and STin2) gene-
associated polymorphisms in a sample of mother-child binomials, where
mothers were diagnosed with depression. In these samples, the DNA
methylation levels (5mC) were analyzed in an AluJb element located within the
promoter of that gene. For the genotyping and quantification of the 5mC levels,
the conventional PCR and MSRED-gqPCR (Methylation-Sensitive Restriction
Enzyme Digestion - quantitative PCR) techniques were used, respectively. A
greater association of S/S genotypes (5-HTTLPR) was found in binomials
where mother and children presented the diagnosis of depression. While the
STin2 polymorphism showed predominance of the STin2.10/STin2.12 genotype
in individuals with depression and predominance of the STin2.12/STin2.12
genotype in controls. Although no significant difference was found between the
control and depression frequencies, when the interaction of polymorphisms was
evaluated, it was seen that patients with at least one 5-HTTLPR S allele and 10
STin2 allele were more frequent in individuals with depression. The results of
the quantification of 5mC demonstrated that in a subgroup of mothers and
children who presented depression, there was a decrease in DNA methylation



levels in relation to the other individuals analyzed. This hypomethylation pattern
was even more pronounced in individuals carrying at least one S allele (S/L and
S / S individuals), suggesting that the presence of the S allele may have some

relation to the epigenetic profile of segments of this promoter.

Key words: DNA methylation; SLC6A4; Depression; Epigenetic



1. INTRODUCAO

1.1 Genética, epigenética e fatores ambientais na etiologia das

doencas psiquiatricas

Nas dultimas trés décadas, o estudo dos componentes genéticos
associado a etiologia de doencas psiquiatricas, tem identificado diversas
variantes genéticas (polimorfismos de base Unica e de repeticbes
nucleotidicas) em diferentes genes associados a fisiologia do sistema nervoso
(LOPIZZO et al., 2015). No entanto, estudos de associa¢ao entre polimorfismos
genéticos em genes como o SLC6A4, MAOA, BDNF, NR3C1, COMT (entre
outros) tém mostrado resultados discordantes em diferentes amostras
populacionais. A caracterizacdo da funcdo de muitos desses polimorfismos
ainda precisa ser melhor elucidada (GATT et al., 2014).

Tem sido demonstrado que a variacdo genética em genes associados a
doencas psiquiatricas, contribui de forma aditiva para etiologia das mesmas
(SHRIVASTAVA & DESOUSA, 2016). Contudo, a contribuicdo fenotipica de
cada polimorfismo pode apresentar uma forte variagdo temporal e tecido
especifico, influenciado pela exposicdo a diferentes fatores ambientais de
estresse (LOPIZZO et al., 2015).

Nesse contexto, o desenvolvimento e o0 quadro clinico dessas
psicopatologias ocorrem de forma estritamente individual, dependendo da
vulnerabilidade genética e também epigenética de cada individuo. Quanto a
variagdo nos sintomas de cada patologia, a interagdo dos componentes
genéticos com os fatores ambientais parece variar dependendo do periodo de
vida onde essa interacdo ocorreu além da intensidade da exposi¢ao aos fatores
de estresse (CHROUSQOS, 2009).

Um grande numero de estudos sugere que essa interacdo genétipo
versus ambiente ocorre devido a mecanismos epigenéticos, atribuindo a
variacdes na expressao do gene sem que a sequéncia do DNA seja alterada
(BAKUSIC et al., 2017; CHAMPAGNE, 2010).

A epigenética desempenha um papel central no desenvolvimento de um

individuo, agindo como um campo de interacdo entre a informacdo genética



contida no genoma e os fatores ambientais. Isso demonstra que a contribuicdo
fenotipica de cada gene possui um espectro de intensidade influenciado pelo
contexto externo ao qual cada individuo € exposto (MOORE, 2016).

Os mecanismos epigenéticos podem atuar diretamente na regulacdo da
expressdo génica, ou indiretamente, através da modulacdo de fatores de
regulacao da transcricdo (KOFINK et al., 2013). Sua influéncia na expressdo
génica se d& principalmente pelo estabelecimento de padrbes diferenciais de
condensacdo da cromatina no qual os genes se encontram, dessa forma
controlando a transcricdo dos mesmos (GIBNEY & NOLAN, 2010; HAMILTON,
2011). Alteracbes nesses mecanismos podem contribuir para o
desenvolvimento de uma grande variedade de doencas humanas (BROOKES
& SHI, 2014; BAKUSIC et al., 2017).

Entre os mecanismos epigenéticos, a metilacdo do DNA é a mais
estudada quando se deseja avaliar padrbes epigenéticos diferenciais em
individuos saudaveis ou acometidos por diferentes tipos de doenca. Ela é
regulada por um grupo de enzimas denominadas DNA metiltransferases
(DNMTs) que catalisam a transferéncia de um grupo metil a um carbono 5 de
um anel de citosina, resultando no silenciamento génico (VAN OTTERDIJK &
MICHELS, 2016). Em mamiferos, a metilacio do DNA ocorre
preferencialmente em dinucleotideos CpG (5mC). A presenca dessa marca em
promotores génicos ou elementos regulatérios associados aos mesmos €
quase sempre um indicativo da presenca de heterocromatina, o qual esta
associado ao silenciamento génico local (MOORE, 2016).

Nos ultimos anos, diferentes estudos tém relatado que a acdo da
exposicdo a fatores de estresse pré e pos-natal, como por exemplo, 0
tabagismo, o uso de drogas, a deficiéncia nutricional, a auséncia de cuidado
materno, a exposicdo a Vvioléncia fisica, entre outros, podem impactar
negativamente no desenvolvimento neurolégico e consequentemente
influenciar o desenvolvimento de doencas psiquiatricas (SHRIVASTAVA &
DESOUSA, 2016).

O estresse crbnico representa 0 principal componente externo que
contribui para a susceptibilidade as psicopatologias (UCHIDA et al., 2011;

BAKUSIC et al., 2017). Ele resulta em uma modificacdo na homeostase,



através de uma variedade de fatores, seja em relacdo a um evento de estresse
psicoldgico ou fisico. A exposicao ao estresse interfere no funcionamento fisico
ou mental de forma individual, dependendo de fatores genéticos e fatores
externos vividos anteriormente (CATTANEO & RIVA, 2016).

A alteracdo da resposta ao estresse pode interferir em varios sistemas do
organismo do ser humano, como 0 sistema enddcrino, o metabdlico, e
cardiovascular (CHROUSOS, 2009). Diversas doencas estdo relacionadas a
resposta irregular ao estresse, entre elas, doencas imunoldgicas, alguns tipos
de cancer e doencas cardiovasculares, por exemplo. No entanto, fatores
ambientais que geram o0 estresse e sua resposta fisioldgica, estdo intimamente
associadas a psicopatologias como a depressdo, ansiedade e estresse
traumatico (SMOLLER, 2016).

A epigenética comportamental é inserida no contexto para melhor
elucidacdo de como o0 gene e seu padrdo de expressdo, em particular, sdo
afetados por estimulos ambientais e de que forma isso favorece o
desenvolvimento de doencas (LESTER et al., 2016; PROVENZI et al., 2016).

E interessante observar que, apesar de por definicho os fatores
epigenéticos nao estdo relacionados a mudancas nas sequéncias de
nucleotideos do DNA, sua deposicdo em diferentes loci depende em grande
parte da acdo de fatores de transcricdo os quais atuam reconhecendo sitios
especificos no DNA (PROVENZI et al., 2016). Portanto, é coerente afirmar que
polimorfismos em sitios de ligacdo de fatores de transcricdo podem afetar
padrées de marcas epigenéticas localmente. Isso cria uma interacdo molecular
onde a variacdo epigenética decorrente da exposicdo a fatores ambientais
poderia ser modulada também pela variacdo genética loci especifica
(SMOLLER, 2016).

Como exemplo dessa interacdo, pode-se citar os polimorfismos em
regides regulatérias de genes como MAOA e SLC6A4, nos quais se observa
que a variagcdo genética pode modular a influéncia da exposicdo a fatores
ambientais de estresse celular (DORFMAN et al., 2013; BAKUSIC et al., 2017).
Essa mesma variacdo também tem sido reportada como um fator que afeta os
perfis de metilacdo do DNA nesses genes em diferentes contextos ambientais
(BAKUSIC et al., 2017).



1.2 Etiologia e epidemiologia da depresséo

Entre as diversas psicopatologias existentes atualmente, a depresséo ou
depressdo maior (do inglés Major Depressive Disorder — MDD) é a que
apresenta a maior prevaléncia no mundo, atingindo aproximadamente 350
milhdes de pessoas de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS).
Esse numero de pessoas acometidas por depressdo € maior que a populacdo
de paises como o Brasil e os Estados Unidos (207,8 e 321,4 milhdes
respectivamente, segundo dados do Banco Mundial - 2015;
www.worldbank.org). Esse transtorno representa a 42 causa de incapacitacao
em todo o mundo, e de acordo com a OMS, em 2020 sera a 22 maior causa de
incapacitacdo na sociedade moderna (WHO, 2012).

A depressao é caracterizada por queixas psicologicas constantes, como
tristeza profunda, perda de interesse e prazer, sentimento de culpa e
inutilidade, ideacao suicida, distirbio de sono e alimentar, fadiga e dificuldade
de concentracdo (GUAN et al., 2014). Muitas vezes a depressdo, quando em
estagio cronico, pode levar ao suicidio. Mais de 15% de individuos com
depressdo vém a Obito devido ao suicidio, geralmente essa porcentagem esta
associada a individuos que ndo obtiveram tratamento adequado (MILANOVIC
et al., 2015). Aproximadamente 800 mil vidas sao perdidas no ano devido a
isso, 0 que representa cerca de 2000 mortes por suicidio todos os dias (WHO,
2015).

A depressdo € um distarbio complexo e multifatorial, podendo ocorrer
devido a fatores genéticos e/ou devido a fatores ambientais em que o individuo
€ exposto durante a vida (HIDAKA, 2012; BAKUSIC et al., 2017).
Aproximadamente um terco do risco para o desenvolvimento da depressédo é
hereditario e dois tercos sdo devidos a fatores externos (PROVENCAL &
BINDER, 2015).

Em um panorama geral, STEEL et al. (2014) em revisdo de literatura,
mostraram que a prevaléncia de psicopatologias ao longo da vida é de
aproximadamente 29.2% (25,9-32,6%) e sua prevaléncia em um periodo de 12

meses é de aproximadamente 17,6% (16,3-18,9%) em cerca de 59 paises.



FERRARI et al. (2013), em pesquisa baseada na prevaléncia de
depressao entre paises, mostraram que a prevaléncia de depressao variou de
2,46% (Japdo) a 22,5% (Afeganistdo). No Brasil, o indice de depressao € de
7,6% da populacdo acima de 18 anos, equivalente a 11 milhdes de pessoas
(Dados do IBGE, 2013 - http://www.ibge.gov.br). Na cidade de Séao Paulo foi

reportado uma prevaléncia de episodios de depressédo no decorrer da vida de

18,4% e com 10,4% no periodo de 12 meses de prevaléncia (BROMET et al.,
2011; COELHO et al., 2013). Coelho et al. 2013 em pesquisa de prevaléncia
de sintomas depressivos, mostraram que no Brasil esses sintomas ocorrem em
28,27% da populacdo analisada (3,007 individuos), e que mulheres
apresentam 2,65 vezes de chance a mais de terem depressdo em comparacao
a homens. KESSLER & BROMET (2013) em avaliacdo em 18 paises
encontraram uma média de incidéncia de 5% dessa psicopatologia.

Diversos fatores estdo associados a depressdo, como género, idade,
situacdo socioeconémica, entre outros. Estudos mostram que mulheres séo
duas vezes mais acometidas pela depressdo em relagdo a homens (WHO,
2012; MILANOVIC et al., 2015). De acordo com BROMET et al. (2011), essa
diferenca é significativa em 15 dos 18 paises, e mesmo nos trés paises em que
nao houve diferenca significativa, ainda assim as mulheres apresentaram
maiores taxas de depressdo do que homens. No Brasil os dados séo
semelhantes, com prevaléncia da enfermidade maior entre mulheres (10,9%)
do que entre homens (3,9%) (Dados do IBGE, 2013 - http://www.ibge.gov.br).

Ha estudos que mostram que a taxa de depressao decresce com a idade
(ANDRADE et al.,, 2003; BROMET et al.,, 2011). BROMET et al. (2011)
demonstraram que a média de idade de individuos acometidos pela depresséo
€ semelhante entre paises de alta e média-baixa renda (25,7 e 24 anos,
respectivamente). Essa estatistica € semelhante em 95% dos paises avaliados,
sugerindo que o periodo de risco para o inicio da depresséao varia entre 0 meio
da adolescéncia até os 40 anos em média. Em contrapartida, ha estudos que
sugerem que o padréo de idade nao influencia no desenvolvimento do disturbio
e que essa variacdo de incidéncia pode estar associada a paises de alta e
baixa renda (VAN DE VELDE et al., 2010).


http://www.ibge.gov.br/

Apesar desses dados epidemioldgicos acrescentarem informacdes
importantes para melhor interpretacdo dessa psicopatologia, com maiores
incidéncias em relacdo a sexo, idade, entre outros, o desenvolvimento da
depressdo ocorre estritamente de forma individual. Outros fatores ja
supracitados, como as diferencas na exposicdo a fatores ambientais, por
exemplo, entre paises desenvolvidos e nao desenvolvidos, e diferenca na
resposta individual ao estresse (perfis genéticos e epigenéticos) também séo

fatores determinantes no desenvolvimento da depresséo.

1.3 Associacdo da depressdo com o gene SLC6A4

Um grande nimero de genes tem sido associado a depresséo, entre eles
destacam-se 0s genes SLC6A4, NR3C1, BDNF, MAOA, COMT, DRD2 e
HTR1A. Entre os genes supracitados, o0 SLC6A4 é um dos principais genes
candidatos no envolvimento de psicopatologias, e além disso, apresenta varios
relatos de alteracdo epigenética em pacientes com depressdo (SUGAWARA et
al., 2011; BRAITHWAITE et al.,, 2015; JANUAR et al.,, 2015; MELAS &
FORSELL, 2015).

O gene transportador de 5-hidroxitripamina (SLC6A4; 5-HTT; SERT)
codifica uma proteina integral de membrana que tem como funcao transportar
serotonina da fenda sinaptica para neurdnios pré-sinapticos (FERRARI et al.,
2013). Esse gene esta localizado no cromossomo 17 em humanos, na posicao
17911.1-g12 abrangendo um segmento cromossémico de 31Kb e 14 éxons
(LESCH et al., 1996).

O gene SLC6A4 atua como o principal gene envolvido na regulacdo do
sistema serotoninérgico e, além disso, age como um fator chave na
susceptibilidade ao estresse (PROVENZI et al., 2016). A serotonina (5-
hidroxitriptamina ou 5-HT) € um neurotransmissor que desempenha um papel
critico na modulagdo do humor, no ciclo de sono-vigilia, na motivacdo, na
percepcdo da dor e no efeito regulatorio nas respostas ao estresse
neuroenddcrino (HORNUNG & HEIM, 2014).

Crescentes evidéncias apontam para funcdo proeminente do

comprometimento do sistema nervoso central (SNC) com o sistema 5-HT na



depresséo, demonstrando em avaliacdes neuroenddcrinas a atividade reduzida
de neurbnios serotoninérgicos em pacientes com depressao (MANN et al.,
1996; SAVEANU & NEMEROFF, 2012).

Diversos estudos tém procurado associar os polimorfismos do gene
SLC6A4 com alteracBes psicologicas e comportamentais, no entanto, 0s
resultados até o presente momento sao controversos devido ao grande nimero
de varidveis que podem influenciar o efeito desse gene sobre os fenétipos que
0 mesmo influencia.

Entre os polimorfismos presentes nesse gene, o polimorfismo localizado
aproximadamente -1.4 Kb do sitio de inicio da transcricio do mesmo,
conhecido como 5-HTTLPR, € o que possui maior influéncia na modulacédo do
comportamento humano e espécies de primatas ndo humano (GRESSIER et
al., 2016). O 5-HTTLPR consiste da insercédo ou delecdo de um fragmento de
43 pb compostos de pequenas repeticdes, 0s quais geram um alelo curto (S) e
um alelo longo (L), com 14 e 16 elementos de repeticao, respectivamente (cada
um com 20-23 pb) (HEILS et al., 1996). O alelo S esta associado com a menor
eficiéncia transcricional do promotor do gene SLC6A4, resultando na baixa
absorcdo de serotonina em relacdo a absorcdo na presenca do alelo L
(PROVENZI et al., 2016). O alelo L possui uma atividade transcricional duas a
trés vezes maior comparado ao alelo S, resultando em maiores niveis de
captacdo de serotonina na fenda sinaptica (CANLI & LESCH, 2007).

Dessa forma, supde-se que o alelo S esta mais propenso a conferir maior
susceptibilidade a uma série de transtornos psiquiatricos, incluindo disturbios
de humor, transtorno obsessivo compulsivo, esquizofrenia, depressdo, entre
outros (PALMA-GUDIEL & FANANAS, 2017).

Em adicdo, esse polimorfismo possui um polimorfismo de nucleotideo
anico (SNP, do inglés - Single Nucleotide Polymorphism) sobreposto ao 5-
HTTLPR, dentro da primeira das duas repeticdes extras do alelo L (alelo La e
Lg) (GRESSIER et al., 2016). Sendo assim, existe um terceiro alelo, derivado
de um SNP (rs25531), que resulta na transicdo do nucleotideo adenina por
guanina. O alelo Lg esta associado com baixos niveis de transcricdo do gene
SLC6A4 e, dessa forma possui uma influéncia na transcricdo semelhante ao
alelo S (BOZINA et al., 2012).



Em humanos, o polimorfismo 5-HTTLPR pode influenciar no
desenvolvimento do sistema de serotonina em relacdo ao género. Estudos
mostram que o gendtipo 5-HTTPLR afeta a ligacdo a receptores centrais do
sistema de serotonina (5-HT1A e 5-HIAA) em mulheres (LOTHE et al., 2009;
GRESSIER et al., 2016). Em relagcéo a depressao, diversos estudos sugerem a
maior associacdo do alelo S do 5-HTTLPR com depressdo em mulheres do
gue em relacdo a homens em comparacao com o alelo L (GONDA et al., 2011).
RUCCI et al. (2009) mostraram maior associacao da depressdo em mulheres
com genotipo S/S baseado em 222 pacientes diagnosticados com depressao.

ZHAO et al. (2013), em um estudo entre gémeos monozigdticos,
encontraram maior nivel de metilacdo do DNA em diferentes regides do gene
em individuos com sintomatologia de depressdo mais elevada. Esses mesmos
autores correlacionaram o aumento de metilagio do DNA apenas em
individuos portadores do alelo S do polimorfismo 5-HTTLPR.

Outro polimorfismo do gene SLC6A4, localizado no intron 2 (STin2),
consiste em uma VNTR, atuando como um elemento regulatério acentuador
(enhancer) da transcricdo. Essa VNTR consiste em aproximadamente 16 a 17
pb de sequéncias repetitivas que também esta associada com a predisposicdo
a psicopatologias como a esquizofrenia e a aspectos especificos da depressao
(OGILVIE et al., 1996; LAUZURICA et al., 2003). O STin2 apresenta dois alelos
comuns de 10 e 12 repeticbes e dois alelos raros de 9 e 11 elementos
repetitivos (MURDOCH et al., 2013).

MURDOCH et al. (2013), em pesquisa de prevaléncia populacional dos
polimorfismos do SLC6A4 demonstraram que curiosamente a distribuicdo do
alelo de 9 elementos repetitivos ocorre em baixa frequéncia e apenas nos
paises europeus, semelhante aos resultados encontrados por OGILIVIE et al.
(1996). Enquanto o alelo de 11 elementos repetitivos ocorreu especificamente
em apenas duas populagdes Africanas. Os alelos 9 e 11 representam uma
frequéncia de aproximadamente 1% em todo o mundo. Os alelos 10 e 12 sdo
0S mais encontrados, sendo o alelo 12 o mais prevalente na maioria dos paises
(MURDOCH et al., 2013).

Esta regido atua como regulador da transcricdo em diferentes niveis, no

qual o alelo 12 com maior atividade de transcricdo do gene quando comparado



ao alelo 10 (LOVEJOY et al., 2003). No entanto, o genoétipo homozigoto do
alelo 12 est4 mais sujeito a disponibilidade reduzida de serotonina no cérebro
(SAROSI et al., 2008; CASTRO et al., 2015).

Estudos indicam que individuos que apresentam o gendtipo homozigoto
STin2.12/STin2.12 para o polimorfismo exibem um maior risco de
apresentarem transtorno de personalidade antissocial (GARCIA et al., 2010).
Outros apontam uma associacao significativa do alelo 12 do STin2 com
disturbios como a esquizofrenia, transtornos de ansiedade e transtorno bipolar
(OHARA et al., 1999; FAN & SKLAR, 2005; SAROSI et al., 2008).

LARA et al. (2006) demonstraram uma associacdo significativa entre o
suicidio e a presenca de ao menos uma copia do alelo 10 do STin2. Diferente
dos resultados publicados por LARA et al. (2006), HRANILOVIC et al. (2004) e
BOZINA et al. (2012) ndo encontraram uma relacdo significativa entre os
genadtipos da regido STin2 e suicidio em estudos que compararam individuos
com tentativa de suicidio, individuos com ideacfes suicidas e individuos que
relataram nunca ter tido ideacdo suicida. No entanto, os trés estudos
supracitados encontraram uma correlagdo da presenca do alelo 10 a
comportamentos suicidas.

Embora diversos estudos abordem a relacdo do polimorfismo STin2 com
varias psicopatologias, a sua associacdo com depressdo ainda € inconsistente.
SAROSI et al. (2008) ndo encontraram diferenca significativa na frequéncia
alélica entre o grupo de pacientes e o grupo controle.

Estudos indicam que 33% dos casos de depressdao ocorrem devido a
fatores herdados geneticamente e 67% devido a fatores ambientais (SULLIVAN
et al., 2000; SAROSI et al.,, 2008). Essa interacdo epigenétipo x ambiente
poderia explicar muitas discordancias relativas as associa¢des ao polimorfismo
5-HTTLPR e a ocorréncia de doencas. Essa correlacdo demanda a
investigagdo de um maior numero de amostras e uma melhor designacéo
etiologica da populacdo controle ou estudos em sistemas com variaveis
controladas (DAMMANN et al., 2011).
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1.4 A depressao materna como fator de estresse ambiental para a

depressao em criancas

A exposicao parental ao estresse cronico, na qual resulta em
psicopatologias como a depressao, € um grande fator de risco que contribui
com a maior susceptibilidade de psicopatologias em criancas (BOWERS &
YEHUDA, 2016).

No mundo, aproximadamente 5% dos adolescentes sofrem de depresséo
(WHO, 2012). Nos Estados Unidos, 50% dos individuos com psicopatologias
desenvolveram a doenca antes dos 14 anos (KESSLER et al., 2005).

A exposicdo dos pais a fatores de estresse pode aumentar o risco para o
surgimento de doencas para as préximas geracdes através de possiveis
alteracbes  epigenéticas adquiridas durante diferentes fases do
desenvolvimento humano e, pela interacio com o contexto genético dos
descendentes (LIU et al., 2012; NON et al., 2014; CONRADT et al., 2016).

Tem sido demonstrado que estresse parental pode afetar o
desenvolvimento embrionario (FRANKLIN et al.,, 2010; DIAS & RESSLER,
2014; GAPP et al., 2014). O periodo critico de maior vulnerabilidade a falhas
epigenética, decorrente da exposicdo a fatores ambientais, ocorre
principalmente no periodo intrauterino e nos primeiros anos de vida do
individuo (ONG et al., 2015).

Por exemplo, WATSON et al. (1999) relataram que individuos que
vivenciaram o terremoto Tangshan na China em 1976 ainda no periodo
gestacional, apresentaram sintomas significativos de depressao comparados
aos individuos controle ndo expostos. O'CONNOR et al. (2003) mostraram a
influéncia da depressdo materna durante a gestacdo em criangas de 6-7 anos
de idade, sendo que as criangcas com maes depressivas apresentaram altos
niveis de ansiedade e sintomas depressivos comparado ao grupo controle.

Fatores ambientais vivenciados por parte dos pais e sua influéncia no
desenvolvimento tanto fisiolégico quanto psiquico da crianca estdo intimamente
ligadas a hip6tese conhecida como Origem Desenvolvimentista da Saude e da
Doencga (DOHaD - do inglés, Developmental Origins of Health and Disease)

(RIAL-SEBBAG et al., 2016). De acordo com essa hipotese, a exposicdo a
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eventos de estresse no inicio da vida (durante o desenvolvimento embrionario,
fetal e nos primeiros anos da vida pos-natal) podem contribuir na mudanca da
atividade de um gene através da inducdo de alteracfes epigenéticas, podendo
em longo prazo aumentar as chances de um individuo desenvolver doencas
psiquiatricas, imunes, metabdlicas ou mesmo alguns tipos de céancer (RIAL-
SEBBAG et al., 2016).

Os efeitos gerados pelo estresse podem ser adquiridos pela criangca
independentemente de serem hereditarios ou ndo. Mudancas fenotipicas
geradas por mecanismos epigenéticos podem ocorrer como consequéncia de
alienacao parental, maus tratos, separacado dos pais, entre outros (VOSTANIS
et al., 2006; BOWERS & YEHUDA, 2016).

O efeito do cuidado materno no desenvolvimento do sistema de resposta
ao estresse € mediado por mudancas nos niveis de expressdo de genes
especificos, envolvidos na regulacdo de respostas comportamentais e
enddcrinas ao estresse. Estudos em roedores, por exemplo, demonstraram que
removendo os filhotes recém-nascidos de suas mées, provocaram alteracdes
nas respostas neurais, hormonais e comportamentais dos mesmos (WEAVER
et al., 2004; VAN OTTERDIJK & MICHELS, 2016).

A associacdo entre depressdo materna e alteragcdes comportamentais e
emocionais em criancas é bem descrita na literatura. Criangas que vivem em
um ambiente onde a mae apresenta depressdo geralmente apresentam
menores niveis afetivos, além de diminui¢cdo cognitiva e de linguagem, estando
mais sujeitas a desenvolverem transtornos depressivos ou até mesmo outros
transtornos psiquiatricos (ROHDE et al., 2005; KLUCZNIOK et al., 2016).

A depressdo em mées pode afetar a interacdo entre mée e filho. Maes
com depressao podem apresentar comportamentos negativos em resposta ao
estado emocional de seus filhos, e tendem a expressar maiores sentimentos de
raiva, critica e tristeza em relacdo a mées que ndo apresentam esse transtorno
(McCARTY & McMAHON, 2003; JOORMANN, TALBOT, & GOTLIB, 2007,
MENDES et al., 2011).

Como supracitado, nas Uultimas décadas diversos genes tém sido
caracterizados como marcadores moleculares da susceptibilidade da

depressado, (como por exemplo, o SLC6A4). Além da contribuicdo genética,
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evidéncias sugerem um envolvimento de mecanismos epigenéticos na
determinacdo da heranca fenotipica em doencas psiquiatricas com a
possibilidade de heranca transgeracional dessas alteracfes epigenéticas
(BRUXNER & WHITELAW, 2008; BABENKO et al., 2015).

Grande parte dos estudos sobre variagcdo epigenética desse gene nao
discriminam sua origem alélica, podendo prejudicar na avaliacdo dos valores
reais dessa variacao decorrente da exposicdo ambiental. Dando suporte a essa
hipotese, pode-se citar o simples fato que o polimorfismo 5-HTTLPR (o qual
afeta a expressao de SLC6A4) gera um méddulo de regulagéo alelo especifico
(GLATZ et al., 2003).

O estudo das bases moleculares associadas a doencas psiquiatricas
humanas € uma tarefa de dificil execucao, devido a complexidade da interacao
entre 0s mecanismos moleculares que as medeiam e ao impacto dos fatores
ambientais sobre a modulacdo dos mesmos. Neste contexto, a natureza
multifatorial da depresséo justifica a proposta deste estudo em investigar a
interacdo de fatores genéticos e epigenéticos no gene SLC6A4 potencialmente
associado a etiologia da depressao.

Nesse contexto, o presente estudo teve como objetivo a investigacao de
fatores genéticos (polimorfismos 5-HTTLPR e STin2) e epigenéticos (5mC em
um elemento AluJb) do gene SLC6A4 em binbmios de mées-filhos com e sem

diagndstico de depressao maior.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

e Avaliar se a variacdo genética e epigenética no gene SLC6A4 estdo
associados a casos de depressdo em bindémios méaes-filhos diagnosticados

com transtorno de depresséao maior.

2.2 Especificos

e Avaliar a associacdo dos polimorfismos 5-HTTLPR e STin2 amostra
populacional de bindmios maes-filhos diagnosticados com transtorno de

depressao maior;

e Relacionar as frequéncias dos polimorfismos encontradas com a
ocorréncia ou ndo de depressédo nas criangas diagnosticadas com transtorno

de depressao maior;

e Avaliar a associacdo dos polimorfismos do gene SLC6A4 com o

transtorno de depresséo entre pacientes e com o grupo controle;

¢ Relacionar as combinac¢@es genotipicas dos polimorfismos de estudo

com a ocorréncia de depressédo nas amostras estudadas;

e Relacionar o perfil de metilacdo do DNA no promotor do gene

SLC6A4 com a ocorréncia de depressdo nas amostras estudadas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Identificacéo in silico das regides diferencialmente metiladas em

pacientes com depresséo maior (MDD-DMR) no SLC6A4 humano

Para identificacdo de MDD-DMRs foi utilizado o banco de dados do
MethylomeDB, o qual contém dados de metilacdo do DNA de amostras pos-
morte de cortex pré-frontal ventral (ventral prefrontal cortex — vPFC) de
pacientes com depressdo maior e individuos saudaveis (controles) (XIN et al.,
2012; http://www.neuroepigenomics.org/methylomedb). Os dados de metilacédo
e base Unica foram analisados em planilha de Windows Excel 2010. A
diferenca entre a média das amostras de pacientes com MDD foi subtraida da
média das amostras dos pacientes controles. Os resultados com valores de
aumento ou diminuicio de no minimo 10% foram consideradas
diferencialmente metiladas (MDD-DMRS).

3.2 Amostras de DNA gendmico

As amostras de DNA gendmico utilizadas no presente estudo (total de
213) foram cedidas pelo Prof. Dr. José Alexandre de Souza Crippa, Professor
Associado do Departamento de Neurociéncias e Ciéncias do Comportamento
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo
(FMRP-USP). As amostras foram coletadas na Unidade Basica de Saude da
cidade de Uberaba, no estado de Minas Gerais. Os projetos que originaram a
coleta de amostras para esta pesquisa foram encaminhados, apreciados e
aprovados pelo Comité de Etica da Universidade de Uberaba - UNIUBE,
(CAAE: 0039.0.227.000-06) (ANEXO A). As amostras foram extraidas de
amostras de epitélio bucal segundo o protocolo de salting out (Miller et al.,
1988).
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3.3 Populacéo de estudo

As amostras de DNA sdo derivadas de extracdo de células bucais de
amostras compostas por mulheres/maes e criangas/filhos de cidade de
Uberaba, MG. O bairro onde esta localizado a Unidade Basica de Saude é
afastado do centro da cidade, tendo o deslocamento de moradores limitado
pela distancia. A maioria dos individuos desse bairro sdo de baixa renda
econbmica e com pouco acesso a transporte.

A amostra de estudo foi constituida por binbmios mées-filhos, sendo 109
maes e 104 criancas. Esse total foi dividido entre grupo G1 (105 individuos), no
qual todas as criangas convivem com maes com depressao (criancas com e
sem depressao), e G2 (108 individuos), no qual representa o grupo controle,
maes e filhos sem diagndstico de transtorno depressivo.

O grupo G1, foi subdividido em G1A (32 individuos), sendo maes e filhos
com diagnostico de depressdo, e G1B (71 individuos), no qual os filhos
convivem com mées com depressao, mas nao apresentam o disturbio.

Os dados para confirmacdo do diagnodstico de depressdo nesses
pacientes foram realizados pela Profd. Dr2. Ana Vilela Mendes. Para a
identificacdo dos individuos com depressdo, esses foram submetidos a um
questionario de rastreamento PHQ-9 (para diagnostico de Desordem de
Depressdo Maior do DSM-1V) e uma avaliagdo por meio da SCID (Entrevista
Clinica Estruturada para DSM-IV (Manual Diagnéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais, 42 edi¢do). Além disso, para diagndstico de depresséo
das criancas foi feito um levantamento sobre o Desenvolvimento e Bem-Estar
de Criancas e Adolescentes (DAWBA) que fornece diagndsticos psiquiatricos
com base nos critérios do DSM-IV e CID-10 (Classificacdo Estatistica
Internacional de Doencas e Problemas relacionados a Saude, 102 revisdo)
(OMS, 1992).

Todas as maes foram submetidas a questionarios suplementares, com
informagdes como, idade das maes e dos filhos, sexo das criancas, grau de
escolaridade  materna, situacdo  socioecondémico, formato  familiar
(monoparental e biparental) e nuUmero de membros da familia. Outros fatores

associados a fatores de risco biolégico também foram avaliados, como histérico
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obstétrico da mée, historico psicologico familiar, suporte social, problemas no

contexto escolar da crianga, problemas econémicos e familiares.

3.4 Quantificacdo do DNA gendmico

Para cada amostra foi quantificada 1uL de DNA através da leitura em
espectrofotometro (NanoDrop2000). A pureza do DNA foi verificada a partir da
relacdo 260/280nm, sendo o Ultimo comprimento de onda utilizado para
detectar proteinas. Quando a relacdo das densidades Opticas (260/280) obtidas
estivesse entre valores de 1.8 a 2.0, o material era considerado como tendo

boa qualidade para uso.

3.5 Desenho dos primers

Todos os primers utilizados no presente estudo foram desenhados
utilizando os programas Generunner v.3.05 (Hastings Software Inc.) e UGENE,
a partir de sequéncias depositadas no banco de dados da Universidade da
Califérnia Santa Cruz — UCSC (http://genome.ucsc.edu). As coordenadas
gendmicas dos polimorfismos 5-HTTLPR e STin2 foram obtidas de ALI et al.
(2010). As sequéncias referentes a quantificacdo de 5mC foram escolhidas
segundo analise dos perfis diferenciais de metilacdo do DNA em tecido
cerebral de pacientes com depressao e controles saudaveis depositados no
banco de dados MethylomeDB (XIN et al., 2012).

3.6 Genotipagem dos polimorfismos 5-HTTLPR e STin2-VNTR

Para genotipagem das VNTRs supracitadas foram utilizados os primers:
5-HTTLPR (F): 5-CCCAGCAACTCCCTGTACC-3' e 5-HTTLPR (R): 5-
GGATAATGGGGGTTGAGG-3 correspondente a amplificacdo da regido
chrl7:28564231-28564436 (17911.2-GRCh37/hgl19); STin2-VNTR (F): 5-
GTCAGTATCACAGGCTGCGAG-3 e STin2-VNTR (R): 5'-
TGTTCCTAGTCTTACGCCAGTG-3’ correspondente a amplificacdo da regido
chrl7:28548335-28548633, (17q11.2 - GRCh37/hg19).
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Para os ensaios de PCR foram realizadas em um volume final de 10uL
(50mM Tris-HCI, pH 8,3, 500mM KCI; dNTPs (100uM cada); primers (100nM
cada); 1.5mM MgCI2; 0.25U de Unitag50 DNA Polimerase (Uniscience). A
ciclagem de PCR foi realizada com 5 minutos a 95°C de desnaturagao inicial,
seguidos 40 ciclos de 94°C por 30 segundos; 60°C por 30 segundos; 72°C por
30 segundos; e um passo de extensdo final a 72°C por 10 minutos. Os
produtos de PCR foram analisados em gel de poliacrilamida (12%) corados
com nitrato de prata (AgNOs) 0.2%.

3.7 Sequenciamento de alelos do polimorfismo STin2

Devido o polimorfismo do intron 2 do gene SLC6A4 humano possuir
quatro alelos diferentes (STin2.12, STin2.10, STin2.11 e STin2.9) foi realizado
sequenciamento do tipo Sanger para confirmacdo de quais alelos estavam
sendo identificados no presente estudo. Foram predominantemente
encontrados (em mais de 99% das amostras) dois perfis de amplificacao.
Dessa forma, foram sequenciadas duas amostras de individuos homozigotos
para o alelo de maior fragmento amplificado e duas amostras de individuos
para o de menor fragmento amplificado apenas para confirmacdo de quais
alelos estavam sendo identificados na amostra estudada. Amostras de produto
de PCR foram enviadas para o sequenciamento customizado, realizado pela
empresa EUROFINS (Indaiatuba, SP- Brasil).

3.8 Ensaio com enzimas de restricAo sensiveis a metilacao
associadas a PCR quantitativa (MSRED-gPCR)

A andlise quantitativa do padrao de metilacdo das amostras estudadas foi
realizada por PCR em tempo real conforme o protocolo de GOMES et al.
(2007). Os primers utilizados para mensurar a metilagdo do DNA foram: 5-HTT-
AluJb-5mC-F 5- TGAGTAGCTGGGAACACAAG - 3’e 5-HTT-AluJb-5mC-R -
5- TAACCAGCTACAGTTCAAAGC - 3, os quais amplificam um fragmento
correspondente as coordenadas chrl7:28563365-28563550 (17qll.2-
GRCh37/hg19), pertencentes a uma CGIl-shore no promotor do gene SLC6A4.

As porcentagens de metilagdo do DNA de cada amostra foram calculadas
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segundo a formula 5mC% = 100 x 0.5 A¢) (ACt = Ct da amostra digerida — Ct
da amostra nao digerida) (GOMES et al., 2007). Para o ensaio de gPCR, 150ng
de cada amostra de DNA foi digerida com 5U de enzimas de restricdo
sensiveis a metilacdo Hpall (New England - Biolabs). As amostras de DNA
foram incubadas por 4 horas a 37°C e posteriormente a 65°C por 20 minutos
para inativacdo da enzima. O ensaio de digestdo enzimatica foi realizado em
um volume final de 20puL (17,3uL ddH20, 2,0uL TplOx, 0,2uL BSA
(10000ng/uL), 0,5uL (5U) Hpall). Para controle foi utilizado DNA das amostras
nao digeridas; sendo que o volume da enzima foi substituido por H20 Milli-Q.
Os ensaios de qPCR foram realizados em um volume final de 10uL [10uM de
cada primer (5-HTT-AluJb-5mC-F e 5-HTT-AluJb-5mC-R); 5,0uL PCR Master
Mix — Sybr Green (AppliedBiosystem); 0,2uL agua Milli-Q; 4,5uL de cada
amostra (£10 ng de DNA]. As condi¢cdes de ciclagem foram: 95°C por 10
minutos, 40 ciclos de 95°C por 30 segundos; 60°C por 30 segundos; e 72°C por
30 segundos. Toda distribuicdo das aliquotas de mix de gPCR e das amostras
de DNA digeridas e n&o digeridas foi realizada utilizando um micropitetador

eletrbnico monocanal da marca Gilson.
3.9 Andlise estatistica

Para averiguacdo se as frequéncias genotipicas do polimorfismo 5-
HTTLPR e STin2 estavam em concordancia a hipotese de Equilibrio de Hardy-
Weinberg foi utilizado o teste de y? utilizando a planilha online Court lab - HWE
calculator (COURT, 2005). As analises de associacdo genotipica com
individuos diagnosticados com depressdo e entre caso controle foi realizada
utilizando o teste exato de Fisher com subsequente calculo da Odds Ratio (IC
95%) utilizando o software GaphPad Prism® 5.0. A analise dos resultados da
quantificacdo da 5mC% foi realizada utilizando teste t ou One Way ANOVA,
seguido pelo teste de pos hoc de Newman-Keuls utilizando o software
GaphPad Prism® 5.0. Para todas as analises estatisticas foi adotado o nivel de

significancia de 5% (p<0,05).


http://www.endmemo.com/sconvert/nanogram_microliter.php
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos 5-HTTLPR

e STin2-VNTR em pacientes com depresséao e controles

Com os resultados obtidos dos ensaios de PCR qualitativa e visualizacéo
em gel de poliacrilamida (12% v/v) corado com nitrato de prata (0,2% w/v), foi
possivel genotipar os polimorfismos 5-HTTLPR e STin2 (Figura 1A e 1B).
Foram genotipadas no total 210 amostras de DNA para o 5-HTTLPR e para
STin2.

A) B)

300 pb
—p Alelo 12

—» Alelo 10

200 pb
—» AleloL

—» Alelo §

100 pb 100 pb

Figura 1 Genotipagem das regides STin2 e 5-HTTLPR do gene SLC6A4. Géis de
poliacrilamida (12%) corado com nitrato de prata (0,2% wi/v) mostrando: Gel A: Pogo 1
= padréo de peso molecular de 100 pares de base (ladder); Pogo 2, 3 e 4 = produto de
amplificacdo por PCR com os pares de primers para a amplificacdo do polimorfismo 5-
HTTLPR. Gel B: Poco 1 = padrédo de peso molecular de 100 pares de base (ladder);
Poco 2, 3 e 4 = produto de amplificacdo por PCR com os pares de primers para a
amplificag&o do polimorfismo STin2.

Devido ao polimorfismo STin2 contar com 4 alelos (STin2.9, STin2.10,
STin2.11 e STin2.12) foi realizado o sequenciamento tipo Sanger de dois
individuos homozigotos de maior fragmento amplificado e dois individuos de
menor fragmento amplificado, para averiguacdo de quais alelos estavam sendo
representados na amostra estudada (Figura 2). Os produtos de amplificacédo
por PCR sequenciados correspondem aos perfis eletroforéticos de 99% dos
encontrados no presente estudo
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Figura 2 Alinhamento das sequencias de DNA de homozigotos STin2.12/STin2.12
e STin2.10/STin2.10. Foi utilizado o software online para alinhamentos multiplos T-
Cooffe  (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/tcoffee). Os “gaps” no alinhamento
representam a falta das repeticdes 9 e 10 do alelo STin2.10.

As sequéncias encontradas correspondem aos alelos STin2.12 e

STin2.10 segundo comparagcdo os dados publicados por MURDOCH et al.
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(2013). Na amostra populacional estudada esses foram os alelos
predominantes, o que seria esperado em populacdes da América (MURDOCH
et al., 2013).

4.1.1 O polimorfismo 5-HTTLPR

Nos resultados de distribuicdo dos genétipos encontrados no presente
estudo para o polimorfismo 5-HTTLPR, foi analisado um total de 210
individuos, incluindo pacientes com depresséao e controles. Foi observada uma
prevaléncia do genétipo para o homozigoto do alelo menor (S/S) com 43,81%.
Os gendtipos para o homozigoto maior (L/L) e heterozigoto (S/L) apresentaram
frequéncias de 29,52% e 26,67%, respectivamente. As frequéncias alélicas
observadas foram de 57,14% para o alelo S e 42,86% para o alelo L.

Em relacdo aos resultados entre os grupos controle e com depressao,
avaliando apenas individuos adultos, visto que as amostras eram compostas
de individuos consanguineos, em ambos os grupos foram encontrados maior
frequéncia do gendtipo S/S no grupo com depressao (41,10%) e para o grupo
controle (42,96%). As frequéncias alélicas observadas foram de 45,28% no
grupo com depresséo e 37,96% no grupo controle para o alelo L; e 54,72% no
grupo com depresséo e 62,04% no grupo controle para o alelo S (Tabela 1).

Apesar de nédo contar com dados de migracdo ou de consanguinidade
nessas amostras € interessante observar que as frequéncias genotipicas para
o polimorfismo 5-HTTLPR ndo seguem o principio do Equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE) (para p<0.05) (Tabela 1).

Considerando a alta variabilidade das frequéncias genotipicas desse
polimorfismo em diferentes populacdes em todo mundo, essas prevaléncias de
um genoétipo em relacdo ao outro podem ocorrer (MURDOCH et al., 2013;
CHIAO et al., 2010). Uma prevaléncia de genoétipos carregando o alelo S
especialmente de homozigotos S/S estdo presentes em ambos 0s grupos de
pacientes com depresséo e controle, 0 que poderia ser pensado como um fator

genético populacional especifico para predisposicéo a depressao.
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Tabela 1. Frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo 5-HTTLPR
encontradas nos grupos de individuos adultos com depressdao e controles.
Controle = todos os individuos adultos genotipados sem diagnéstico de depressao;
Depressao = todos os individuos adultos genotipados com diagndstico de depressao;
HWE valor-p = valores de p derivados de teste y? para averiguacdo de concordancia
com o equilibrio de Hardy-Weinberg.

Individuos L. - - HWE
Grupos Frequéncias genotipicas e alélicas (%)
Adultos Valor-p
N LL SL SS AleloL Alelo S
Depressao 53 32,08 26,42 41,10 45,28 54,72 0,000675
Controle 54 22,22 31,48 46,30 37,96 62,04 0,014809

No Brasil poucos trabalhos tém mostrado a distribuicdo dos gendétipos do
5-HTTLPR na populacdo. OLIVEIRA et al. (2000) analisaram o polimorfismo da
regido promotora do gene SLC6A4 em uma populacéo brasileira e encontraram
frequéncias de S/L (44,99%), L/L (37,79%) e SIS (17,22%) e a frequéncia
alélica observada foi de L (60,28%) e S (39,72%). Em um estudo mais recente,
GREVET et al. (2007) observaram uma frequéncia genotipica de 55,29% (S/L),
18,61% (S/S) e 26,09% (L/L), com frequéncia alélica de 46,26% para S e 53,74
para L (Tabela 2).

Os resultados do presente estudo diferem dos resultados obtidos também
pelo nosso grupo em uma populacdo de Campos dos Goytacazes — RJ, onde
foi encontrado uma frequéncia alélica L e S de 50%, com distribuicdo
genotipica predominante de S/L (43,4%) (MENDONCA et al., 2015 — dados néo
publicados) (Tabela 2). As frequéncias apresentadas para o0 genétipo S/S
diferem das demais publicacdes em populacbes brasileiras, sendo a maior

encontrada (Tabela 2).
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Tabela 2 Comparacdo entre os resultados encontrados na amostra total do
presente estudo e dados publicados na literatura em populac@es brasileiras.

Frequéncias genotipicas e alélicas

Estudos de populacéo Brasileira |ndl\(/|I\I(Z;UOS 5-HTTLPR (%)
LL SL SS AleloL AleloS
Mendonca et al (2017) 210 29,52 26,67 43,81 42,86 57,14
(Estudo atual)
Mendonca et al (2015) 106 28,3 43,4 283 50 50
(Dados néo publicados)
Wachleski et al. (2008) 67 34,33 44,78 20,90 56,72 43,28
Oliveira et al. (2000) 389 37,79 4499 17,22 60,28 39,72
Meira-Lima et al. (2004) 279 29,03 49,46 21,51 53,76 46,24
Marques et al. (2006) 332 27,41 52,41 20,18 53,61 46,39
Grevet et al. (2007) 548 26,09 5529 18,61 53,74 46,26
Costa et al. (2008) 132 19,70 40,91 39,39 40,15 59,85
Zimmermann-Peruzatto et al. (2012) 113 32,7 50,4 16,9 42 58

Conforme supracitado na secdo da introducao, o alelo S do polimorfismo
5-HTTLPR pode conferir maior susceptibilidade a uma série de doencas
psiquiatricas, devido sua associacdo com diminuicdo dos niveis de transcritos
do gene, resultando na menor captacdo de serotonina da fenda sinaptica
(PALMA-GUDIEL & FANANAS, 2017).

No entanto, apesar do grande numero de estudos de associacdo do
polimorfismo 5-HTTLPR a transtornos psiquiatricos como a depressdo, 0S
resultados da literatura apresentam muitas discordancias entre si. H4 estudos
gque sugerem maior associacdo do alelo S com etiologia de doencas
psiquiatricas e outros que ndo encontram associacdo entre grupos com
psicopatologias e controles, e a prevaléncia do alelo S (IGA et al.,, 2016;
TALATI et al., 2015).

WATANABE et al. (2015), em um estudo em uma populacdo japonesa,
ndo encontraram diferenca significativa na distribuicdo genotipica e na
frequéncia alélica entre pacientes com depressédo maior e controles (Tabela 3).

Esses autores encontraram uma frequéncia do genotipo L/L (3,7% em
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pacientes; 1,9% em controles) muito inferior aos resultados apresentados pelo
nosso grupo (25,4% em pacientes; 27,5% em controles).

Em contrapartida, GROCHANS et al. (2013) em um estudo em mulheres
com depressdo em uma populacdo polonesa, mostraram resultados
divergentes aos do presente estudo. Esses autores encontraram frequéncias
maiores do genodtipo L/L em ambos 0s grupos, pacientes com depressao
(48,4%) e controles (42,4%), e também frequéncia maior do alelo L, com 66,9%
em pacientes e 63,3% em controles (Tabela 3).

Os resultados encontrados no presente estudo se assemelham aos de
ZHANG et al. (2015) em estudo sobre a frequéncia do polimorfismo 5-HTTLPR
em mulheres com depressdao poés-parto, apresentando também uma
predominancia do gendtipo S/S (55%) em um total de 260 individuos, incluindo
pacientes com depressédo e controles. O mesmo estudo encontrou a frequéncia
alélica de 76,6% para o alelo S (Tabela 3).

Em um estudo com 369 adolescentes diagnosticados com depressao,
ELEY et al. (2004) também apresentaram resultados similares ao encontrado
em nosso estudo, com frequéncia de 56,09% para o alelo S e 43,90% para o
alelo L.

Ja é conhecido que as frequéncias dos alelos associados aos
polimorfismos 5-HTTLPR podem variar entre diferentes etnias (MURDOCH et
al., 2013; CHIAO et al., 2010). No entanto, ndo existe uma correlacédo direta
entre as frequéncias desse polimorfismo e os indices de prevaléncia de
depressdo em uma populacéo especifica.

Ao se comparar a prevaléncia de depresséo entre diferentes paises e 0s
resultados de frequéncias genotipicas e alélicas do 5-HTTLPR revisadas por
CHIAO et al. (2010), essa discordancia genotipo-fenétipo pode ser melhor
observada. Por exemplo, em paises como o Japao, que apresentam a menor
incidéncia de depresséo (2,46%) entre os paises estudados por FERRARI et al.
(2013), apresentam a frequéncia do alelo S (= 81,3%) consideravelmente
superior ao alelo L (x 18,7%) em pacientes com depressado (WATANABE et al.,
2015; IGA et al., 2016). Da mesma forma, a Coreia do Sul, que assim como o

Japao apresenta baixa prevaléncia dessa psicopatologia (2,48%) mostrou em
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estudo realizado por LEE et al. (2015) alta frequéncia do alelo S (76,1%) em
relacdo ao alelo L (23,9%) em pacientes com depressao.

Em contrapartida, paises Europeus que apresentam maior prevaléncia
dessa psicopatologia em comparagdo com o Japdo e Coreia, como a Italia
(4,84%) e a Polbnia (3,91%) indicaram menor frequéncia do alelo S (37,58% na
Italia; 36,4% na Pol6nia) em relacdo ao alelo L (62,42% na lItalia; 63,3% na
Polbénia) (TALATI et al., 2015; GROCHANS et al., 2013).

Esses exemplos da discordancia entre genétipo e fenétipo em estudos de
diferentes paises, corroboram para o entendimento da auséncia de diferencas
entre as frequéncias alélicas e genotipicas de pacientes com depresséo e
controles, encontrados no presente estudo. Apenas a presenca de alelos para
susceptibilidade a depressdo n&do seriam o suficiente para ocorréncia dessa
psicopatologia. A interacdo com outros polimorfismos ou com fatores
ambientais poderiam contribuir em conjunto aos genotipos do 5-HTTLPR para
0 surgimento do quadro clinico da depressao.

Assumindo que portadores de ao menos um alelo S do polimorfismo 5-
HTTLPR possuam niveis mais baixos de transcritos, foi avaliado se a
frequéncia genotipica de S/S e S/L juntos em comparacdo com L/L para
verificar a susceptibilidade de individuos portadores de alelo S desenvolver
depressao. Dessa forma, foram utilizados o teste exato de Fisher e a medida
referente a Odds Ratio (OR).

Nas amostras analisadas no presente estudo, ndo foram encontradas
diferencas significantes entre individuos com depressao e controles portadores
de ao menos um alelo S (valor-p = 1,00). O valor de OR encontrado foi de 1,04
entre individuos com depresséo e individuos controle, ou seja, individuos com
depressado possuem 4% de chance a mais de apresentar o alelo S em relacéo

ao grupo controle (Tabela 4).
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Tabela 3 Frequéncias de gendtipos associados ao polimorfismo 5-HTTLPR em estudos comparativos entre pacientes com depressao
e controles em diferentes paises.

Frequéncias genotipicas e alélicas -

Frequéncias genotipicas e alélicas -

Autor Pac(llsl?tes MDD (%) Indl\(/ll\guos Controle (%) FElE
LL SL SS Alelo L Alelo S LL SL SS Alelo L Alelo S
Mendonca et al (2017) 68 2041 26,48 44,11 42,64 57.36 142 2058 26,76 43,66 42,96 57,04 Brasil
(estudo atual)
Iga et al. (2016) 28 35 286 679 179 821 29 35 31 65,5 19 81  Japdo
Coreia
Lee et al. (2015) 112 68 341 591 239 761 122 4.9 377 574 238 762 o
Talati et al. (2015) 103 22 64 13 5436 4564 161 35 53 11 6242 3758 ltilia
Watanabe et al. (2015) 216 37 315 648 1944 8055 213 1,9 31,9 662 17,84 82,16 Japdo
Zhang et al. (2015) 120 6.51 42.89 7059 233 76,6 140 12.00 59.09 67.90 3036 6964 China
Grochans et al. (2013) 184 484 37 146 669 331 446 424 424 153 633 364 Poldnia
Xu et al. (2013) 36 278 27.78 6944 1667 8333 60 1333 4333 4333 35 65 China
Zimmermann-Peruzatto 15 20 667 133 533 467 113 327 504 169 42 58 Brasil

et al. (2012)
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Tabela 4 Resultados do teste exato de Fisher e de OR (IC 95%) de individuos
portadores de pelo menos um alelo S no polimorfismo 5-HTTLPR para o
diagndstico positivo ou negativo de depresséo. OR: odds ratio; IC95%: intervalo de
confianga de 95%; *teste exato de Fisher a 5% (p<0,05) de significancia.

Genotipos — 5-HTTLPR

- 0,
Grupos SS-SL LL Valor-p OR (IC 95%)
Depresséao 49 20
Controle 99 42 1,00 1,04

4.1.2 O polimorfismo STin2

Os resultados de genotipagem do polimorfismo do intron 2 do gene
SLC6A4 (STin2-VNTR ou STin2), demonstraram uma frequéncia genotipica na
amostra total de 17,14% (STin2.10/ STin2.10), 40% (STin2.10/STin2.12) e
42,86% (STin2.12/STin2.12), com frequéncia alélica de 37,14% para o alelo
STin2.10 e 62,86% para o alelo STin2.12.

Quando avaliados separadamente, avaliando apenas individuos adultos,
no grupo com depressdo, a frequéncia encontrada foi de 41,51%
(STin2.12/STin2.12), 39,62% (STin2.10/STin2.12), 20,75% (STin2.10/
STin2.10), e frequéncia alélica de 59,43% no alelo STin2.12 e 40,57% no alelo
Tin2.10. No grupo controle foi encontrado frequéncia genotipica de 48,15%
(STin2.12/STin2.12), 40,74% (STin2.10/STin2.12), 11,11%
(STin2.10/STin2.10), com 68,52% de predominancia do alelo STin2.12 e
31,48% do alelo STin2.10 (Tabela 5).
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Tabela 5 Frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo STin2
encontradas nos grupos de individuos adultos com depressdo e controles
Controle = todos os individuos adultos genotipados sem diagnéstico de depressao;
Depressao = todos os individuos adultos genotipados com diagndstico de depressao.
HWE valor-p = valores de p derivados do teste de x? para averiguacdo de
concordancia com o equilibrio de Hardy-Weinberg

Individuos HWE

Grupos Frequéncias genotipicas e alélicas de STin2 (%)

Adultos (valor-p)
N STin2.12 STin2.10 STin2.10 Alelo Alelo
/STin2.12 /STin2.12 /STin2.10 12 10
Depressao 53 41,51 39,62 20,75 59,43 40,57 0,194286
Controle 54 48,15 40,74 11,11 68,52 31,48 0,682615

A relacdo entre os alelos de STin2 e depressdo também €& pouco
explorada, quando comparado a outros polimorfismos do SLC6A4. Segundo
SAROSI et al. (2008), a presenca de STin2.10 e a auséncia de STin2.12 foi
relacionada a depressado. O alelo STin2.10 também tem sido associado a casos
de suicidio em pacientes com depresséo (LOPEZ DE LARA et al., 2006).

A associacéo desse polimorfismo com a etiologia da depressao ainda nao
foi bem elucidada. No entanto, em comparagdo com LEE et al. (2015), YEN et
al. (2003) e ZIMMERMANN-PERUZATTO et al. (2012), os resultados do
presente estudo foram semelhantes, com maior frequéncia do alelo 12 (Tabela
6).

Em contraste com a maioria dos estudos, LAUZURICA et al. (2003), em
estudo com individuos controle encontraram uma frequéncia 3 vezes maior do
gendtipo STin2.10/STin2.10. Em estudo realizado pelo nosso grupo de
pesquisa em populacdo controle de Campos dos Goytacazes, nao houve
predominancia do genoétipo STin2.12/STin2.12 (35,4%), mas ocorreu uma
maior frequéncia do gendtipo STin2.10/STin2.12 (41,4%), enquanto o gendtipo
STin2.10/STin2.10 (23,1%) apresentou menor frequéncia. Ainda assim, houve
maior frequéncia do alelo STin2.12 (56,73%) (MENDONCA et al., 2015 — dados
nao publicados).

Da mesma forma que o alelo S do polimorfismo 5-HTTLPR, o alelo
STin2.10 também esta associado a menores niveis de transcritos em relacao

ao alelo STin2.12. Até o presente momento, poucos estudos avaliaram a
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associacdo do STin2 com a depressao, dessa forma € dificil afirmar se existe
susceptibilidade de algum determinado alelo.

Considerando que o alelo STin2.10 gera uma diminuicdo dos niveis de
transcritos, também foi avaliado a frequéncia genotipica entre
STin2.10/STin2.10 e STin2.10/STin2.12 juntos em comparag¢ao com o genotipo
STin2.12/STin2.12 para determinar o OR. De acordo com o OR encontrado
entre individuos com depressdo e controle (1,42) existe maior ocorréncia do

alelo 10 no grupo de individuos com depresséo (Tabela 7).
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Tabela 6 Frequéncias de gendétipos associados ao polimorfismo STin2 em estudos comparativos entre individuos com depresséo e
controle.

Frequéncias genotipicas e alélicas STin2 - MDD Frequéncias genotipicas e alélicas STin2 - Controle
Autor N STin2.12/ STin2.10/ STin2.10/ Alelo Alelo N STin2.12/ STin2.10/ STin2.10/ Alelo Alelo 10
STin2.12 STin2.12 STin2.10 12 10 STin2.12 STin2.12 STin2.10 12
Mendonca et al
(2017) (dados 68 36,76 45,59 17,65 59,56 40,44 142 45,77 37,33 16,9 64,44 35,56
ndo publicados)
Lee et al. (2015) 132 72 25 3 84,5 155 122 83,6 13,9 2,5 90,6 9,4
Yen et al. (2003) 77 80,5 18,2 1,3 89,6 10,4 169 85,8 11,8 2,4 91,7 8,3
Zimmermann-
Peruzatto 11 45,5 45,5 9 68,2 31,8 106 43,4 41,5 15,1 64,2 35,8

et al. (2012)
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Tabela 7 Frequéncia de individuos portadores de pelo menos um alelo 10 no
polimorfismo STin2 e andlise da razdo de chances (OR) de ocorréncia de
depressdo baseada na frequéncia dos genotipica. OR: Odds Ratio; IC 95%:
intervalo de confianca de 95%; *teste exato de Fisher a 5% (p<0,05) de significancia.

Genotipos - STin2 (N)
Grupos STin2.10/STin2.10

: : _ 0
STin2.10/STin2.12 STin2.12/STin2.12 Valor-p OR (IC 95%)

Depresséo 41 25

0,29 1,42
Controle 75 65

Em relacdo ao alelo 9, BOZINA et al. (2012) em um estudo de analise de
comportamento suicida, em um total de 519 amostras, apenas 4 individuos
apresentaram o alelo com 9 repeticdes, todos eles faziam parte do grupo que
apresentavam comportamento ou tentativa de suicidio. O alelo de 9 repeti¢cfes
€ considerado um alelo raro, estando presente em apenas 1% dos individuos
saudaveis e em 2% de vitimas de suicidio em uma populacéo croata (BOZINA
et al., 2012).

No presente estudo, foram encontrados dois individuos portadores do
alelo 9, apresentando o gendtipo STin2.9/STin2.10 e STin2.9/STin2.12, sendo
esses individuos mée e filho com depresséo (Figura 3).

Apesar de alguns estudos reportarem a presenca do alelo 9 em
populacbes, por se tratar de um alelo raro, é dificil associd-lo com pré-
disposicdo a doenca psiquiatricas, no entanto o alelo 9 encontrados neste
estudo estdo presentes em individuos com depressao. Devido a frequéncia
baixa desse alelo, mais estudos ainda precisam ser realizados para a melhor
compreensao do efeito do alelo 9 em populagbes naturais e quanto sua

associacdo com a ocorréncia de doencas psiquiatricas.
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Figura 3 Representagdo do alelo 9 do polimorfismo STin2 do gene SLC6A4. Gel
de poliacrilamida (12%) corado com nitrato de prata (0,2% w/v) mostrando: Poco
1 = padréo de peso molecular de 100 pares de base (ladder); Poco 2, 3 e 4 = produto
de amplificacédo por PCR com os pares de primers para VNTR a STin2.

Portanto, ao se tratar dos polimorfismos 5-HTTLPR e STin2, € visto que
existe uma grande variabilidade entre resultados, analisando individuos
diferentes, com culturas diferentes e que se encontram em localizagbes
distintas, em paises desenvolvidos e ndo desenvolvidos por exemplo, cada um
apresentando caracteristicas genética e possivelmente epigenética Unicas.

Nos resultados do presente estudo, analisando separadamente a
associacdo dos polimorfismos 5-HTTLPR e STin2 com a ocorréncia de
depressao, ndo foram encontradas associagfes entre 0s grupos de pacientes
com depressdo e controles. Contudo, vale lembrar que o gendtipo analisado
individualmente ndo é um fator incisivo para o desenvolvimento da depressao.
Faz-se necessario avaliar outras variaveis, como por exemplo, a interacdo
entre outros polimorfismos, género, e fatores externos vivenciados pelo
individuo, que poderiam influenciar, por exemplo, na modulag¢éo do epigendtipo
e logo na expressao do gene.
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4.2 Associacdo dos polimorfismos 5-HTTLPR e STin2 na ocorréncia

de depresséao em filhos de maes com transtorno depressivo maior

A relacdo entre depressao materna e infantil tem sido extensivamente
relatada na literatura cientifica (KLUCZINIOK et al., 2016). Contudo, ainda ndo
sdo bem compreendidos 0s mecanismos genéticos e epigenéticos pelos quais
a depressdo materna contribui para a vulnerabilidade da depresséo infantil.
Apenas a carga genética ndo é capaz de determinar a depressao, porém sua
contribuicdo para a predisposi¢cao ndo pode ser ignorada.

Para analise da ocorréncia ou ndo de depressao entre filhos de maes
diagnosticadas com essa patologia, foram avaliadas as amostras do Grupo 1,
subdividido em Grupo G1A (maes e filhos com depresséo) e Grupo G1B (méaes
com depresséo e filhos sem depresséo). O grupo G2 também foi utilizado para
comparacoes das frequéncias genotipicas a G1A.

No grupo 1, onde todas as maes apresentam depressdo, em um total de
52 duas mées, 30,8% dos filhos apresentaram o diagndéstico de depressao.
Entre as criancas com depressao (grupo G1A), 56,25% das maes, além de
apresentarem depressao, tiveram depressao pos-parto.

E importante ressaltar que esses dados sdo semelhantes a dados
encontrados na literatura. Semelhante ao resultado do presente estudo,
SULLIVAN et al. (2000) demonstraram que a herdabilidade do transtorno
depressivo ocorre em aproximadamente 37% dos casos. Outros estudos de
prevaléncia de depressao infantil mostram que 40 a 45% das criancas que
convivem com maes com transtorno de depressao apresentam ao menos um
transtorno psiquiatrico, diferente de criancas que nao convivem com a
depressdo materna, que apresentam chances até quatro vezes menor de
apresentar tais transtornos (HAMMEN & BRENNAN, 2003; LIEB, 2002;
MENDES et al., 2012).

Em relacdo distribuicdo do polimorfismo 5-HTTLPR, no grupo GI1A,
avaliando apenas as criancas, 56,3% apresentaram o genétipo S/S, 18,7% L/L
e 25% S/L. Enquanto no grupo G1B, com criancas sem depresséo,
apresentaram uma frequéncia genotipica de 40% S/S, 37,14% L/L e 22,86%

S/L. No grupo G2, o grupo controle, que as criangas ndo convivem com maes
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com transtorno depressivo, apresentaram uma frequéncia de 43,39% S/S,
32,07 L/IL e 24,54% S/L. (Grafico 1). Embora haja maior prevaléncia do
gendtipo S/S em todos os grupos, pode-se perceber uma maior predominancia

do mesmo nas criangas com depressao.

5-HTTLPR
100+
G1A

Bl G1B
G2

Frequéncia Genotipica (%)
(42
T

SIS L/L S/L

Gréfico 1 Frequéncia dos gendtipos associados ao polimorfismo 5-HTTLPR nas
criancas no grupo G1A, G1B e G2.

Considerando a hip6tese que individuos carregando ao menos um alelo S
desse polimorfismo seriam mais vulneraveis a ocorréncia de depresséao, foram
avaliadas se as frequéncias genotipicas (S/L e S/S) diferem entre os grupos
G1A, G1B e G2, tanto considerando grupos com diferentes padrbes de
ocorréncia de depressao, quanto 0S mesmos grupos cOmpostos apenas por
maes ou filhos.

Os valores encontrados para as distribuicbes genotipicas entre G1A x
G1B e G1A x G2 ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes
guando avaliados pelo teste exato de Fisher (Tabela 8). No entanto, os valores
de Odds Ratio (OR) para ocorréncia de gendtipos carregando pelo menos um
alelo S entre as criangas com depressao e as criangas sem depressao foram
de 2,68 (G1A x G1B) e 2,04 (G1A x G2), o que demonstra o aumento das
frequéncias genotipos carregando esse alelo no grupo de criancas

diagnosticadas com depresséo (Tabela 8).
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Tabela 8 Resultados encontrados para as distribuicdes genotipicas S/S e S/L do
polimorfismo 5-HTTLPR entre diferentes grupos de pacientes com e sem
depressédo. OR: odds ratio; IC 95%: intervalo de confianca de 95%; *teste exato de
Fisher a 5% (p<0,05) de significancia.

Genotipos SS/SL

Grupos Valor-p OR (IC 95%)
Criancas G1A x G1B 0.2084 2.683
Criancas G1A x G2 0.3638 2.046
Méaes G1A x G1B 1 1.056
Méaes G1A x G2 0.5133 0.6286
Total G1A x G1B 0.3659 1.630
Total G1A x G2 1 1.115

Essa associacdo poderia constituir um modelo de interacdo G x E
(Genetic versus Environment) onde a presenca de um alelo que modula a
expressdo de SLC6A4 (alelo S) estaria associada a variacdo fenotipica
dependendo da presenca de fatores de estresse ambiental, como a depresséo
materna.

Corroborando com os dados encontrados, GIBB et al. (2009),
encontraram uma associacdo entre a presenca dos alelos S ou Lg no
polimorfismo 5-HTTLPR em criancas que apresentaram sintomas de
depressdao, filhos de mées diagnosticadas com depressdo. A associacdo de
alelos S, mais precisamente do genétipo S/S, também foi identificado por
OPPENHEIMER et al. (2013) com o aumento de sintomas depressivos em
jovens filhos de mées com depressao.

A exposicdo a depressdo materna poés-natal também pode estar
associada a alteracdes emocionais em individuos portadores de um ou dois
alelos S (ARAYA et al., 2009).

Apesar da ndo ocorréncia de resultados estatisticamente significantes
entre G1A e os demais grupos, esse aumento da frequéncia de genaétipos
carregando pelo menos um alelo S, pode sugerir um cenario genético favoravel

para vulnerabilidade a fatores de estresse, como a depressao materna.
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Quanto ao polimorfismo STin2, as criancas do grupo G1A, apresentaram
frequéncia genotipica prevalente do genoétipo STin2.10/STin2.12, com 62,50%.
Enquanto as outras frequéncias foram 6,25% STin2.10/STin2.10 e 31,25%
STin2.12/STin2.12. Para o grupo GI1B foi encontrado uma frequéncia de
20,59%  STin2.10/STin2.10, 41,18%  STin2.12/STin2.12 e 38,23%
STin2.10/STin2.12. As frequéncias encontradas em G2 foram de 18,87%
STin2.10/STin2.10, 47,17% STin2.12/STin2.12, 33,96% STin2.10/STin2
(Grafico 2). As frequéncias alélicas observadas foram semelhantes entre os
grupos G1A e G1B, com prevaléncia do alelo STin2.12 (62,50% grupo G1A e
60,30% grupo G1B).

STin2

100-
90+ G1A
80+ @l G1B

G2

Frequéncia Genotipica (%)
3

STin2.10/STin2.10 STin2.12/STin2.12 STin2.10/STin2.12

Gréfico 2 Frequéncia genotipica das criancas no grupo G1lA e G1B para o
polimorfismo STin2.

Quando comparado ao polimorfismo 5-HTTLPR, existem poucos estudos
associando o STin2 a depresséo e, nenhum estudo de associacdo entre suas
variantes alélicas e o seu efeito na etiologia da depressédo em filhos de mées
com transtorno depressivo. O alelo STin2.10 ja foi relacionado a ocorréncia de
transtorno depressivo e melancolia em associagcdo com o alelo S do 5-HTTLPR
(GUTIERREZ et al., 1998). A presenca desse mesmo alelo tem sido associada
a episddios de suicidio em pacientes com transtorno depressivo maior (LOPEZ
DE LARA et al., 2006).

No presente estudo foi investigado a ocorréncia de genotipos com ao

menos um alelo STin2.10 nos pacientes com depressao, seguindo a analise
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em diferentes comparacbes por grupo, semelhante ao realizado para o
polimorfismo 5-HTTLPR.

N&o foram encontrados valores significativos para o teste exato de Fisher.
No entanto, os valores de OR demonstram uma associagcdo com a presenca de
genotipos carregando ao menos um alelo STin2.10 em G1A quando
comparado aos demais grupos (Tabela 9).

Os resultados do presente estudo mostram uma associagdo entre a
presenca de alelo S (5-HTTLPR) e 10 (STin2) no grupo de pacientes onde o0s
filnos de maes diagnosticadas com depressdo maior desenvolveram
depressdo. Esses dados reforcam a hipotese de que esses alelos estdo
associados a etiologia da depressdo, sendo que no presente estudo, a
presenca dos mesmos esta aumentada no grupo de criangas expostos a

depressao materna que desenvolveram depressao.

Tabela 9 Resultados encontrados para as distribuicdes genotipicas
STin2.10/STin2.10 e STin2.10/STin2.12 do polimorfismo STin2 entre diferentes
grupos de pacientes com e sem depressao. Foi utilizado o teste exato de Fisher e
os valores de OR. OR: Odds Ratio; IC 95%: intervalo de confianca de 95%; *teste
exato de Fisher a 5% (p<0,05) de significancia.

Genotipos - STin2.10/STin2.10 e

Grupos STin2.10/STin2.12
Valor-p OR (IC 95%)
Criancas G1A x G1B 0.75 1.40
Criancas G1A x G2 0.38 1.85
Méaes G1A x G1B 0.22 0.43
Mées G1A x G2 0.78 0.81
Total G1A x G1B 0.65 0.77
Total G1A x G2 0.68 1.21

4.3 Interacdo entre os polimorfismos 5-HTTLPR e STin2-VNTR do
gene SLC6A4

A relacdo entre os polimorfismos 5-HTTLPR ou STin2 & predisposi¢do a
doencas psiquiatricas como depressdo, transtorno obsessivo compulsivo e

ansiedade, € focada na maioria das vezes apenas em um desses
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polimorfismos. No entanto, a andlise da acdo combinada de ambos os
polimorfismos em modelos epissomais in vitro sugerem que eles possam
interagir entre si na regulacao da expressao génica (ALl et al., 2010).

Segundo ALI et al. (2010), o 5-HTTLPR e STin2 sdo alvos da interacao
com o fator de transcricdo CTCF, o que sugere um modelo de interacdo em
“loop” desses polimorfismos. Esses mesmos autores demonstraram que
combinacdes de diferentes gendtipos em ambos os polimorfismos resultaram
em diferentes padrbes de expressao génica utilizando sistema de gene reporter
para a avaliagao (ALl et al., 2010).

Segundo HRANILOVIC et al. (2004), o alelo STin2.10 est4 associado a
baixa expressdo de SLC6A4. Esse efeito regulatério corrobora com a hip6tese
de baixa expressdo associada a etiologia de doencas psiquiatricas como a
depressao, semelhante a acdo do alelo S no polimorfismo 5-HTTLPR.
Individuos carregando pelo menos um alelo S e um alelo STin2.10, possuem
niveis menores de expressdo de individuos L/L-STin2.12/STin2.12
(HRANILOVIC et al., 2004).

Avaliando os polimorfismos separadamente é visto que a presenca de ao
menos um alelo S ou a homozigose para esse alelo no 5-HTTLPR diminui a
expressdo do gene em relacdo ao homozigoto L/L em 27% e 30%
respectivamente (HRANILOVIC et al.,, 2004). Da mesma forma, no STin2 a
presenca do alelo 10 também esta relacionado a menor expressdo do gene,
entre 25% a 32% em relagdo ao homozigoto 12/12 (HRANILOVIC et al., 2004).

Em vista disso, assume-se que o0s alelos S e STin2.10 desses
polimorfismos sdo alelos associados a baixa expressdo enquanto a presenca
do gendtipo homozigoto L/L e STin2.12/STin2.12 sdo associados a genotipos
de alta expressao do gene.

Baseado nessa premissa, foi avaliado a possivel interacdo entre 0s
polimorfismos, considerando a presenca de ao menos um alelo de baixa
expressao (S/S-STin2.10/STin2.10; L/L-STin2.10/STin2.12; L/L-
STin2.10/STin210; S/L-STin2.12/STin2.12; S/S-STin2.12/STin2.12) em relag&o
a alelos de alta expressdo em ambos os loci (L/L-STin2.12/STin2.12) e a OR

entre 0 grupo com depressao e 0 grupo controle.
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Nos resultados encontrados, néo foi identificada diferenca significativa na
distribuicAo de combinacfes genotipicas entre pacientes com depressao e
controles. No entanto, o valor de OR encontrado, 1,72, indica um aumento da
combinacdo genotipica para a baixa expressdo comparando grupo com
depressao e grupo controle (Tabela 8). Dessa forma, pode-se sugerir que ao
analisar a interacdo dos polimorfismos do gene, a presenca de a0 menos um
alelo de baixa expressdo esteja associado a maior susceptibilidade para o

desenvolvimento da depresséo.

Tabela 10 Resultados do teste exato de Fisher e OR para presenca de
combinac¢des genotipicas dos polimorfismos 5-HTTLPR e STin2 com baixa e alta
expressdo segundo classificacdo estabelecidos por HRANILOVIC et al., (2004).
Combinagdo genotipica de baixa expressdo: S/S-STin2.10/STin2.10; L/L-
STin2.10/STin2.12; L/L-STin2.10/STin210; S/L-STin212/STin212; S/S-
STin2.12/STin2.12; Combinagéo alélica de alta expresséo: L/L-STin2.12/STin2.12. OR:
Odds Ratio; IC 95%: intervalo de confianca de 95%; *teste exato de Fisher a 5%
(p<0,05) de significancia.

Depressao Controle  Valor-p OR (IC 95%)

Baixa expressao 66 128
0,55 1,72
Alta expresséo 3 10

Quando comparadas as combinacdes genotipicas entre grupos, nota-se
um aumento na ocorréncia de combinacdes para baixa expressdo no grupo
G1A em relacdo aos demais grupos, com valores de OR ainda maiores (Tabela
11). O que né&o ocorreu quando comparados os grupos G1B e G2.
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Tabela 11 Resultados do teste exato de Fisher e OR para presenca de
combinacBes genotipicas dos polimorfismos 5-HTTLPR e STin2 com baixa
expressdo entre G1A e os demais grupos estudados. OR: Odds Ratio; IC 95%:
intervalo de confianca de 95%; *teste exato de Fisher a 5% (p<0,05) de significancia.

Grupos Valor-p OR (IC 95%)
G1lA x G1B+G2 0.23 5.40
G1lAx G1B 0.17 6.45
GlA X G2 0.20 5.00
G1B x G2 0.77 0.78

Esse aumento na ocorréncia de combinacdes de baixa expressao no
grupo G1A corrobora com a hipétese de um contexto genético favoravel a
depressdo quando relacionada a exposicdo a depressdao materna. N&o ha
dados na literatura identificando esse tipo de associacdo em criancas filhas de
maes com depressao.

A presenca de alelo combinada dos alelos STin2.10 e S (5-HTTLPR) foi
associada a resposta positiva a tratamento com litio em pacientes com
transtorno bipolar (THAROOR et al., 2013). Essa mesma combinacdo foi
encontrada por GUTIERREZ et al. (1998) associada a pacientes com
diagnostico de depressao maior e melancolia. Em contrapartida, LEE et al.
(2015) em estudo de genética populacional, ndo encontraram associacao na
interacdo desses polimorfismos em pacientes com transtorno depressivo e com
tentativa de suicidio.

Os resultados apresentados levantam a hipétese que a interacdo entre 0s
polimorfismos do gene SLC6A4, mais especificamente a presenca da
combinacdo de alelos de baixa expressdo, pode estar associada a
vulnerabilidade de individuos a fatores de estresse ambiental, estando estes
mais susceptiveis ao desenvolvimento da depressao. No entanto mais estudos,

com um numero maior de pacientes e em diferentes populac¢des, precisam ser
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realizados para elucidar com mais precisdo natureza molecular dessa

associacao e quais os fatores ambientais estao influenciando a mesma.

4.4 Analise dos niveis de metilagdo do DNA em uma MDD-DMR do
gene SLC6A4

Como mencionado anteriormente, apesar dos diversos estudos de
associacao dos polimorfismos 5-HTTLPR e STin2 e a etiologia da depressao, a
clara discordancia entre os resultados apresentados na literatura remete a acéo
de fatores ambientais, e ndo apenas a acdo do contexto genético desses loci
(DAMMANN et al., 2011). Nesse cenario, diversos autores tém focado na acao
de fatores epigenéticos, como a metilagdo do DNA, na regulagdo de genes
associados a etiologia das doencas psiquiatricas (PROVENZI et al., 2016).

A metilacdo em dinucleotideos CpG (5mC) no promotor do SLC6A4 foi
analisada em um elemento AluJb, um retroelemento tipo SINE (Short
Interspersed Nuclear Element) localizado dentro do promotor desse gene
(Figura 4). Essa regido foi identificada como diferencialmente metilada em
tecido cerebral de pacientes com depressdao maior (MDD-DMR) utilizando o
banco de dados de sequenciamento de DNA modificado por bissulfito de sédio
do MethylomeDB Browser (http://www.neuroepigenomics.org/methylomedb/).

Essa sequéncia dentro do promotor de SLC6A4 ja foi investigada quanto
aos seus perfis de metilagdo por DANNLOWSKI et al. (2014), os quais
identificaram uma correlacdo entre a hipometilacdo desse elemento com
alteracdes do volume da massa cinzenta do cérebro em humanos.

Com base nas coordenadas gendmicas disponiveis no UCSC genome
browser para o genoma de referéncia GRCh37/hgl19, essa regido corresponde
a uma CGl-shore da ilha CpG presente no promotor do gene SLC6A4.
Alteracfes de metilacdo em CGI-shores ja foram encontradas no gene NR3C1
associadas a eventos de estresse no inicio da via (ELS - Early-life stress) em
modelo de camundongos (BOCKMUHL et al., 2015). Alteracdes na metilacdo
do DNA tém sido encontradas em CGI-shores de pacientes com esquizofrenia

e transtorno bipolar (LI et al., 2015).
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Figura 4 Representacédo gréfica da regido promotora e inicio do corpo génico do
SLC6A4 humano a partir do UCSC Genome Browser (chrl7:28,560,336-
28,567,163). Estdo adicionados a figura os tracks associados a caracteristicas
regulatérias do genoma humano: Metilacdo do DNA (tecido cerebral, sangue e células
do epitélio bucal); Elementos repetitivos derivados do RepeatMasker; Presenca de
sitios de ligacdo de fatores de transcricdo derivados do ENCODE e; llhas CpGs.
Regido do amplicon de AluJb esta focalizada como um traco vertical em azul claro.

A regido investigada apresenta niveis diferenciais de metilacdo do DNA
tecido especificas, e dado a posicdo de regibes hipometiladas (faixas

horizontais azuis - Figura 4), deve apresentar ancoragem diferencial de
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proteinas regulatérias. E importante salientar, que grande parte dos artigos que
analisam alteracbes de metilacio do DNA associadas ao gene SLC6A4
humano em primatas em diferentes contextos, focaram na investigacdo dos
perfis de 5mC na ilha CpG localizada na extremidade 5 desse gene
(PROVENZI et al., 2016). No entanto, os resultados encontrados levantam a
hipétese que outras regides regulatérias podem estar modulando a expressao
de SLC6A4 como a CGl-shores, 0 que ressalta a importancia de investigacao
da metilagdo do DNA nessas regioes.

Os niveis de metilacdo encontrados na amostra estudada variaram de
33,99% a 99,89%. Foram comparados perfis de metilacdo do DNA entre
pacientes e controles, entre diferentes genoétipos do polimorfismo 5-HTTLPR e
entre mées e filhos. Os resultados encontrados para a média dos niveis 5mC
na populacéo total (pacientes com depressdo e controle) foram de 70,67%,
com a média total de filhos e maes de 70,13% e 71,22%, respectivamente.

Quando comparados, os dados de metilacdo entre os grupos G1A, G1B e
G2, foi detectada uma reducédo dos niveis de metilagdo no grupo G1A (Grafico
3A). Mesmo quando analisados separadamente, mées e filhos, o Grupo G1A
apresentou hipometilacdo em relacdo aos demais grupos. As diferencas na
média de 5mC% entre G1A e GI1B foram estatisticamente significantes

(p<0.05) quando utilizado ANOVA seguido do teste pos hoc de Newman-Keuls.
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Gréfico 3 Média de 5mC% entre os grupos de pacientes investigados G1A, G1B e
G2. A) Andlise das médias entre os grupos considerando todos os genétipos de 5-
HTTLPR - G1A (5mC% = 64.60%, Sd +15.30), G1B (5mC% = 76.46, Sd +14.05) e G2
(5mC% = 70.96; Sd +14,87) (p = 0.0466); B) Analise das médias de 5mC% entre os
grupos considerando apenas os individuos portadores de pelo menos um alelo S -
G1A (5mC% = 61.21, Sd +14.36), G1B (5mC% = 77.84, Sd £12.13) e G2 (5mC% =
71.54, Sd +15.82) (p = 0.0067). Resultados do gréfico derivados de ANOVA one way
seguido pelo teste pos hoc de Newman-Keuls; p < 0.05 = estatisticamente
significante).

Apesar de encontrar diferencas entre G1A e G1B, nao foi encontrado

diferenca significante entre G1A e G2. No entanto, é sugerido em varios
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estudos que portadores de pelo menos um alelo S para 5-HTTLPR possuem
uma maior predisposicdo a depressao e que diferentes composicOes alélicas
desse polimorfismo podem afetar a metilacdo local (GRESSIER et al., 2016;
BAKUSIC et al., 2017). Partindo dessa hipotese, os dados de metilacdo foram
reavaliados utilizando apenas amostras com pelo menos um alelo S (S/S e
S/L), excluindo homozigotos L/L.

Os resultados da analise de portadores do alelo S demonstraram uma
reducdo na média de 5mC% ainda maior no grupo G1A em relagdo a G1B e
G2. Foi encontrada nesse caso, para as médias de 5mC% entre 0s grupos,
diferencas estatisticamente significantes (p< 0.05) entre G1A e G1B, G1A e
G2, mas nédo entre G1B e G2 (Gréfico 3B).

Alteracbes na metilagdo do DNA podem ser provenientes aos aspectos
relacionados ao desenvolvimento intrauterino e/ou pds-natal. Os sintomas
depressivos durante a gestacdo podem afetar o ambiente intrauterino, expondo
o feto a doses altas de glicocorticides e citocinas, podendo afetar a
programacao fetal e aumentar o risco de doencas psiquiatricas dessas criancas
(LAHTI et al., 2017). O convivio com méaes com transtorno depressivo,
atribuidos, por exemplo, a aspectos interativos da relacdo mae-filho (falta de
interesse, insensibilidade materna), também pode impactar sobre aspectos
fisiolégicos, o que é sugerido como um fator ambiental para o desenvolvimento
da depressao em crianca (CICCHETTI et al., 2016).

DEVLIN et al. (2010) encontraram niveis de metilacdo significativamente
menores em maes com depressdo em relacdo aos controles durante a
gestacdo na regido promotora do gene SLC6A4. Da mesma forma, os filhos
recém-nascidos de maes com depressdo apresentaram 0s hiveis de 5mC
semelhantes aos da mae, ndo apresentando uma diferenca significativa entre
maes e filhos.

Semelhante a DEVLIN et al. (2010), nos resultados do presente estudo
nao foi encontrado correlacdo nos niveis de metilacdo do DNA entre mées e
filhos em nenhum dos grupos, sendo a média de 5mC% dos filhos semelhante

aos das méaes (Gréfico 4).
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Grafico 4 Valores de média de 5mC% analisadas no elemento AluJb entre as
maes e filhos nos grupos G1A, G1B e G2. G1A Maes = 65.65 Sd +17.66, Filhos =
63.57 Sd £13.41, p = 0.7716; G1B Maes = 79.00 Sd +14.46, Filhos = 73.93 Sd +13.91
p = 0.4346; G2 Maes =69.02 Sd+16.43, Filhos = 72.89 Sd+13.74, p = 0.5723). Teste t
valor-p (p<0,05) = estatisticamente significante.

Os perfis de metilacdo do DNA também podem ser afetados por variacdes
nas sequéncias de DNA em regides regulatérias. Em relacdo a metilacdo do
DNA e os gendtipos do polimorfismo 5-HTTLPR, localizado préoximo ao ponto
analisado, foi encontrado perfis de metilacdo na populacdo total para os
gendtipos SS (72,51% Sd +15.98), S/L (66,62% Sd +14.45) e L/L (72,26% Sd
+14.81). Nenhum desses resultados difere significantemente entre as genétipos
analisados (segundo resultados de ANOVA seguido do teste de Newman-
Keuls; p<0,05) (Grafico 5).
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Grafico 5 Médias de 5mC% analisadas no elemento AluJb entre os individuos
com diferentes gendétipos dos polimorfismos 5-HTTLPR na amostra total. (p =
0.3827).

WANKERL et al. (2014) analisaram os niveis de metilacdo em amostras
de individuos que sofreram estresse pré-natal e encontraram maiores niveis de
metilacdo do DNA nesses individuos comparado a individuos controle. No
entanto, 0 mesmo estudo, ndo encontrou associacao significativa entre os
gendtipos do 5-HTTLPR e metilacdo do DNA.

Apesar do presente estudo ndo ter encontrado associacdo entre o
gendtipo 5-HTTLPR e a metilacdo do DNA do gene SLC6A4, nosso grupo de
pesquisa, em estudo anterior, encontrou diminui¢cdo nos niveis de metilacao do
DNA no promotor (na regidao do polimorfismo 5-HTTLPR) desse gene em
individuos que apresentaram o genoétipo S/S em uma populacédo controle da
cidade de Campos dos Goytacazes (MENDONCA et al., 2015 — dados né&o
publicados).

A interacdo pré e pos-natal entre mae e prole pode afetar a programacéao
epigenética loci especifica como tem sido observado em diferentes estudos
utilizando modelos animais (PALACIOS-GARCIA et al., 2015; TEH et al., 2014;
YEHUDA et al.,, 2014; ZHENG et al.,, 2014; CONNOR et al., 2012). As
alteracbes epigenéticas decorrentes dessa perturbacdo no inicio do

desenvolvimento pds-natal pode afetar caracteristicas comportamentais e a
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estrutura cerebral da progénie (McCOY et al., 2016; O'DONNELL & MEANEY,
2016; RIFKIN-GRABOI et al., 2013; CAMERON et al., 2008).

Em humanos, apesar de ser um tépico pouco explorado, alteragbes do
perfil de metilacdo (ganho ou perda) ja foram detectados em criangas com um
ano de idade, filhos de mées diagnosticadas com depressao (CICCHETTI et
al., 2016). A depressao materna pode afetar os perfis de 5mC de genes como o
NR3C1 e BDNF em criancas, como foi reportado por BRAITHWAITE et al.
(2015) utilizando amostras de mucosa bucal de criangas com dois meses de
idade.

Esses relatos, somados aos dados do presente estudo, indicam que a
convivéncia com maes diagnosticadas com depressdo pode afetar o
epigenoma dos filhos. Os relatos de criangas que desenvolvem quadros de
depressao com maes depressivas ja sdo conhecidos na literatura (BOWERS &
YEHUDA, 2016). Identificar alteracfes epigenéticas em um gene associado a
etiologia da depressdo em um grupo especifico de pacientes (exposicdo a
depressao materna) pode constituir um epimarcador associado a essa variante
ambiental.

Nas amostras analisadas no presente estudo, ndo é possivel afirmar que
as alteracdes nos perfis de 5mC ocorreram no periodo intrauterino ou durante
os primeiros anos de vida, uma vez que as amostras foram coletadas nas
criangas entre 6 e 12 anos de idade. No entanto, nas amostras do grupo G1A
ambos, mée e filhos, apresentam uma reducdo de metilacdo em relacdo aos
demais grupos, 0 que sugere algo inerente a esse grupo.

A hipétese de que um evento de alteracdo epigenética intrauterino possa
ocorrer devido a depressdo materna nao pode ser descartado totalmente,
tendo em vista que evidéncias desse tipo de alteracédo ja foram relatados por
NEMODA et al. (2015). Esses autores encontraram mais de 100 regides com
metilacdo diferencial em linfocitos T derivados do corddo umbilical de recém-
nascidos filhos de méaes com depresséo.

Outra consideracdo importante sobre os dados encontrados quanto a
presenca de alteragcbes de 5mC e a exposicao de criangas a depressdo
materna refere-se a regido avaliada no presente estudo. Segundo reviséo de
PROVENZI et al. (2016), variagbes da metilacdo no DNA do gene SLC6A4
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constituem um marcador epigenético para eventos de estresse no inicio da
vida, no entanto, quando observados diferentes estudo, as regides investigadas
representam segmentos diferentes do promotor desse gene.

Os dados de metilagdo encontrados no presente estudo demonstraram
um perfil de hipometilacdo sequéncia especifica (na regido do elemento AluJb)
no promotor do gene SLC6A4 no grupo onde filhos de mées com depresséo
também desenvolvem essa doenca.

Os resultados encontrados no presente estudo reforcam a necessidade
de futuros estudos de associacao do gene SLC6A4 e depressao abordem tanto
aspectos genéticos quanto epigenéticos e, que as regides regulatorias
estudadas sejam consideradas quanto a sua funcdo. Devido a idade das
criancas analisadas no presente estudo, novas investigacdes sobre a influéncia
da depressdo materna sobre a ocorréncia de depressao em criangas devem
ser realizadas em recém-nascidos, para uma melhor avaliacdo do efeito

intrauterino sobre as alteracfes epigenéticas no gene SLC6A4.
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5. CONCLUSAO

e Na amostra estudada, para ambos os polimorfismos, as frequéncias
genotipicas ndo obedecem ao equilibrio de Hardy-Weinberg, o que sugere que
algum fator no ambiente local deve estar afetando as frequéncias dos mesmos;

¢ Foi observado, de acordo com a analise de OR, que separadamente ou
em combinacdo da presenca de um alelo S (S/S e S/L) e um alelo STin2.10
(STin2.10/STin2.12 e STin2.10/STin2.10) tem maior probabilidade de
ocorréncia no grupo de criancas e maes diagnosticadas com depressao
comparado com o grupo controle;

e O grupo G1A caracterizado por filhos e maes diagnosticados por
depressado apresentou um perfil de hipometilacdo do DNA no elemento AluJb
analisado;

e Essa hipometilagdo se mostrou mais elevada quando apenas
individuos portadores de pelo menos um alelo S para o 5-HTTLPR foram
analisados;

e Somadas as prevaléncias de alelos S do 5-HTTLPR e a ocorréncia de
hipometilacdo do elemento AluJb, esses fatores podem representar novos

marcadores moleculares para diagnéstico de depresséo.
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