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RESUMO

A regulacdo da resposta ao estresse, mediada pelo eixo hipotdlamo pituitario
adrenal (HPA) esta intimamente relacionada ao desencadeamento da
depressao, um dos transtornos mentais mais prevalentes no mundo. A etiologia
da depressdo é fortemente influenciada pelos efeitos da interacdo gene e
ambiente. Os genes FKBP5 e NR3C1 envolvidos na regulacdo de hormoénios
glicocorticoides possuem um papel essencial na resposta ao estresse e no
impacto na saude mental. Além disso, a exposicao a fatores de estresse no inicio
da vida como a depressdo materna pode contribuir na regulacdo de genes
envolvidos na resposta a glicocorticoides, através de modificacdes epigenéticas,
aumentando a susceptibilidade a diferentes transtornos mentais. O objetivo do
presente estudo foi avaliar o perfil de metilagio do DNA no contexto da
depressdo materno-infantil nas regides regulatorias proximas a elementos de
resposta a glicocorticoides do gene FKBP5 e no promotor alternativo do gene
NR3C1. Dessa forma, avaliamos um total de 60 pares maéae-filho. Nessas
amostras foram analisados os niveis de metilacdo do DNA das regides intronicas
do FKBP5 e do promotor 1F do NR3C1 pela técnica de MSRED-gPCR (do inglés,
Methylation-Sensitive Restriction Enzyme Digestion - quantitative PCR). Foi
observado um perfil de aumento da metilacdo do DNA no promotor do gene
NR3C1 em criancas com MDD e criancas expostas a MDD materna. Além disso,
foi observado uma correlacdo da metilacdo do DNA entre mées e filhos expostos
a MDD materna. Sugere-se que existe um possivel efeito intergeracional da
exposicdo da MDD materna na prole. No FKBP5 foi observado uma diminuicéo
na metilacdo do DNA no intron 7 em criancas expostas a MDD materna durante
a gravidez e uma correlacdo da metilagdo do DNA entre mées e filhos expostos
a MDD materna. Estes resultados indicam alteracées nos niveis de metilacdo do
DNA em regifes regulatérias do FKBP5 e NR3C1 no contexto MDD materno-
infantil representam um possivel alvo de estudos para a melhor compreenséo da

etiologia da MDD e como isso ocorre entre as geracoes.
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ABSTRACT

The hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA), which mediates stress response
regulation, is closely related to depression development. Depression is one of the
most prevalent mental disorders in the world. Environmental and gene interaction
has a strong influence on depression etiology. The FKBP5 and NR3C1 genes
are involved in regulating glucocorticoid hormones and play an essential role in
the stress response and impact on mental health. Stress factors exposure in early
life, such as maternal depression, may contribute to gene regulation involved in
the response to glucocorticoids. These environmental factors may contribute to
epigenetic modifications in stress response genes, increasing the susceptibility
to different psychiatric disorders. The present study aimed to evaluate the DNA
methylation profile in maternal-infant depression in regulatory regions close to
glucocorticoid response elements of the FKBP5 gene and the alternative
promoter of the NR3C1 gene. We evaluated 60 mother-infant pairs. In these
samples, the levels of DNA methylation of the intronic regions of FKBP5 and the
1F promoter of NR3C1 were analyzed by the MSRED-gqPCR technique
(Methylation-Sensitive Restriction Enzyme Digestion - quantitative PCR). We
observed an increased DNA methylation profile in the NR3C1 gene promoter in
children with depression and children exposed to maternal depression. In
addition, we observed a correlation of DNA methylation between mothers and
offspring exposed to maternal depression. This correlation shows a possible
intergenerational effect of maternal MDD exposure in the offspring. In FKBP5, we
found a decrease in DNA methylation at intron 7 in children exposed to maternal
MDD during pregnancy and a correlation of DNA methylation between mothers
and children exposed to maternal MDD. These results indicate changes in DNA
methylation levels in regulatory regions of FKBP5 and NR3C1 in the maternal-
infant MDD context and represent a potential target of studies to better

understand the depression etiology and how it occurs among generations.



1. INTRODUCAO

Os transtornos mentais correspondem a mais de 10% da carga global de
doencas, e sdo as principais causas de incapacidade, sendo responsaveis por
mais de 37% dos anos vividos com incapacidade (do inglés Years Lived with
Disability - YLDs) entre individuos com 15 anos ou mais (MATHERS et al., 2017).

Os Ultimos estudos que apresentam a estimativa de prevaléncia de
transtornos mentais, realizado em 2017 pelo Instituto de Métricas e Avaliacdo de
Saude (do inglés — Institute for Health Metrics and Evaluation — IHME), e Carga
Global de Doencas (do inglés — Global Burden of Disease — GBD) relataram a
estimativa de que 792 milhGes de pessoas apresentam transtornos psiquiatricos,
incluindo depressao, ansiedade, transtorno bipolar, transtornos alimentares e
esquizofrenia (Institute for Health Metrics and Evaluation, 2018). Dentre eles, a
depressao esta entre os transtornos mentais mais prevalentes no mundo, sendo
uma das principais doengas que causa incapacitacao, pois impacta diretamente
na qualidade de vida. Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (do inglés
— World Health Organization — WHO), estimam que 322 milhfes de pessoas
sofrem de depressdo. No Brasil a depressdo atinge 5,8% da populacéo
brasileira, o que corresponde em média a 12 milhdes de pessoas (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Diversos fatores influenciam no desenvolvimento dos transtornos
mentais, 0 que torna ainda mais complexo o seu entendimento. Evidéncias
demonstram que os fatores genéticos atuam como um forte fator de risco para o
desenvolvimento da depressao, com contribuicdo estimada em cerca de 35%.
Portanto, a depressdo, também conhecida como transtorno depressivo maior
(MDD), é um transtorno complexo e heterogéneo (FLINT; KENDLER, 2014;
OTTE etal., 2016; SULLIVAN, PATRICK F; NEALE; KENDLER, 2000). Variantes
genéticas presentes em regides codificadoras e ndo codificadoras de diversos
genes tém sido relacionadas ao aumento de risco de transtornos mentais. A
predisposicdo genética, apesar de ndo ser o fator Unico e determinante na salde
mental, pode influenciar em processos bioquimicos e moleculares na
neurofisiologia (CATTANEO; RIVA, 2015).



Além da contribuicdo genética, o fator ambiental é forte componente no
desenvolvimento de transtornos mentais (THAPAR; RIGLIN, 2020). Desse
modo, a depressdo pode se manifestar de forma diferente entre os individuos ao
longo da vida. Sua etiologia resulta em uma interacdo complexa entre fatores
genéticos e ambientais (KWONG et al., 2019).

A complexidade da etiologia da depressdo ocorre pela alta
heterogeneidade, de modo que cada individuo carrega um espectro Unico de
combinagbes de variantes alélicas associadas ao risco, em conjunto com a
exposicdo a fatores ambientais. Além disso, a partir de mecanismos
epigenéticos, o padrao de expressao génica pode ser alterado, aumentando ou
diminuindo a transcricdo de genes, o que pode contribuir com a predisposicao
para esse transtorno mental (FLINT; KENDLER, 2014; TORRES-BERRIO et al.,
2019). Uma das fontes mais relevantes de influéncia nas modificacdes
epigenéticas sao os fatores ambientais, associados a eventos adversos no
decorrer da vida (KLENGEL; BINDER, 2015). Essas ag¢des levam a um conjunto
de disfuncbes em diferentes vias associadas a depressdo, como 0 sistema
serotoninérgico, dopaminérgico e o eixo hipotalamo pituitario adrenal (HPA)
(CRESPI, 2020).

A epigenética atua como um mediador entre a interacdo gene-ambiente
(do inglés - Gene x Environment - GXE), sendo considerados mecanismos chave
para o desencadeamento de varias doencas (ASSARY et al.,, 2017). A
abordagem GxE € aplicada no nivel de vulnerabilidade, em que alguns individuos
com uma base genética especifica sdo mais susceptiveis a eventos de estresse
€ mais propensos a desenvolver certos transtornos mentais, como a depressao
(LIMA-OJEDA; RUPPRECHT; BAGHAI, 2018; LOPIZZO et al., 2015;
MENDONCA; MANGIAVACCHI; RIOS, 2021) (Figura 1). Os fatores de estresse
vivenciados no inicio da vida, principalmente durante o periodo pré-natal, como
0 estresse materno, as infec¢cdes e a desnutricdo, a exposicdo ao alcool e as
drogas séo fortes fatores de risco para o desenvolvimento da depressédo (NANNI;
UHER; DANESE, 2012).

Considerando as evidéncias supracitadas, é evidente que a depressao &
um problema de saude publica global. Apesar dos grandes avancos nos estudos
para melhor compreenséao da sua etiologia, devido a sua heterogeneidade, eles

estdo longe de ser totalmente elucidados.
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Figura 1. Modelo de interagdo G x E no desenvolvimento da depressédo. A
exposicdo a eventos adversos, principalmente no inicio da vida esté relacionado a
maiores chances de desenvolver transtornos psiquiatricos. Fatores ambientais podem
influenciar na modulagdo genética e epigenética do individuo. A presenca de
determinadas variantes genéticas pode conferir maior susceptibilidade ao
desenvolvimento da depressédo, no qual pode ser desencadeado a partir da exposicéo
a eventos de estresse (modificado de MENDONCA et al., 2021).

1.1 Sistema de resposta e regulacdo ao estresse

O estresse esté ligado a regulacéo de diversos sistemas relacionados a
emocao, comportamento, cognicdo e saude fisica. A exposicao prolongada ao
estresse implica na desregulacao desses sistemas, levando a uma resposta nédo
adaptativa, contribuindo para o desenvolvimento de doencas em geral
(CATTANEO; RIVA, 2015). O eixo HPA é responsavel por orguestrar o sistema
de liberacéo do glicocorticoide cortisol em resposta a fatores de estresse, tanto
exégenos quanto enddgenos. Os glicocorticoides (GCs) influenciam em uma
variedade de processos fisiologicos, atuando em funcBes metabdlicas,

cardiovasculares, imunoldgicas e cognitivas (TROUBAT et al., 2021).



O eixo HPA apresenta um papel central na relacdo entre resposta ao
estresse e desenvolvimento da depressao. O sistema de resposta ao estresse €
ativado apos um estimulo interno ou externo, levando a ativacédo do hipotalamo
(Figura 2). Apo6s sua ativagéo, o nucleo paraventricular do hipotdlamo estimula a
producéao do hormonio liberador de corticotrofina (CRH) e arginina vasopressina
(AVP), que por sua vez estimula a sintese e liberagdo do horménio
adrenocorticotropina (ACTH) através da glandula pituitaria. A partir disso ocorre
a sintese de glicocorticoides (GCs) pelo cortex adrenal e sua liberacdo em todos
os tecidos, atuando em diferentes fungdes, incluindo sistema imunoldgico,
0sseo, muscular, tecido adiposo e cérebro (SILVA et al., 2021).

Os GCs se ligam a receptores de glicocorticoides e mineralocorticoides
(GR and MR), na qual os MRs estdo relacionados a regulacdo do feedback
negativo durante o estresse agudo ou normal, e s&o menos especificos a ligacao
ao GC. Por outro lado, os GRs estdo envolvidos em mecanismos cerebrais
ativados pelo estresse severo ou prolongado, além de se ligar mais
especificamente ao GC (JURUENA et al.,, 2018; KRONTIRA; CRUCEANU;
BINDER, 2020).

A sensibilidade a GR é regulada pela proteina de ligagdo FKBP51, uma
co-chaperona associada a proteina de choque térmico 90 (Hsp90). Essas
proteinas se ligam ao GR no citoplasma, formando o complexo GR, juntamente
com outras proteinas co-chaperonas FKBP52 e p23. Na presenca de GCs os
receptores se dissociam do complexo ligando-se ao mesmo. Apos a ligacao de
GRs a GCs, os GCs serdo translocados para o nucleo onde irdo atuar na
transcricdo de genes alvos (BINDER, 2009; MENKE, 2019). No nucleo, o GR se
liga diretamente ao DNA através de elementos de resposta a glicocorticoides
(GREs) induzindo a expressdo do gene codificador da proteina FKBP5L1.
Consequentemente, forma-se um loop de feedback negativo entre a producéo
FKBP51 e a sensibilidade a GR (KRONTIRA; CRUCEANU; BINDER, 2020).

Altos niveis intracelulares de FKBP51 diminui a afinidade de GR a GC, e
sua translocacao para o nucleo ocorre de forma menos eficiente. A desregulacdo
do eixo HPA, gerada por niveis alterados na sintese de GCs, gera um
desequilibrio do feedback negativo (ARNETT et al., 2016; SILVA et al., 2021).
Em pacientes com depresséao, a sensibilidade a GR é prejudicada, gerando a

uma alteracdo no mecanismo de feedback negativo e consequentemente



desregulacéo na sintese de CRH e ACTH, levando a um aumento de producéo
de GCs (MENKE, 2019; TROUBAT et al., 2021).
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Figura 2. Sistema de resposta ao estresse mediado pelo eixo HPA. (A) Sinalizacédo

(o)
&

de GC em condi¢Bes normais. O estimulo de estresse considerado normal ou agudo
leva a atividade normal do eixo HPA, resultando em uma boa resposta a GCs. (B)
Sinalizagdo de GC em condi¢Oes de estresse cronico. O estimulo de estresse cronico
ou continuo leva a desregulacgdo da atividade de do eixo HPA. CRH - horménio liberador
de corticotrofina; AVP - arginina vasopressina; ACTH - hormdnio adrenocorticotropina;
GR - receptor de glicocorticoide; GC — glicocorticoide; Hsp90 - proteina de choque
térmico 90; FKBP5 - proteina de ligagdo FKBP51; GRE — elemento de resposta a

glicocorticoide (Mendonga et al., submitted article).

Dessa forma, pode-se afirmar que fatores ambientais, tanto fisicos quanto
a exposicao a eventos adversos durante a vida atuam como reguladores do eixo

HPA e podem induzir alteragGes na resposta a GCs, que podem permanecer



estaveis no decorrer da vida. Essas alteragBes podem ser geradas por variantes
genéticas que conferem uma resposta diferencial frente ao fator de estresse ou
através de marcas epigenéticas (BUSCHDORF; MEANEY, 2016).

O papel da epigenética na etiologia dos transtornos mentais vem sendo
muito explorada na ultima (BABENKO; KOVALCHUK; METZ, 2014; DARBY;
SABUNCIYAN, 2014; NESTLER, 2016; TORRES-BERRIO et al., 2019). Sabe-
se que a epigenética é o estudo das modificacdbes na funcdo génica
potencialmente herdaveis sob o DNA que ndo alteram sua sequéncia original
(TAMMEN; FRISO; CHOI, 2013). As marcas epigenéticas sao reversiveis e
atuam como um campo de interacao entre a sequéncia de DNA e as exposi¢oes
ambientais. O principal efeito dessas modificacbes é a alteracdo do perfil de
expressao génica (TRIANTAPHYLLOPOULOS; IKONOMOPOULOQS;
BANNISTER, 2016). As principais marcas epigenéticas sdo as modificagdes de
histonas, microRNA (miRNA) e a metilagdo do DNA.

Entre eles a metilagio do DNA é a marca epigenética melhor
caracterizada e mais investigada nos ultimos anos (BROWN, S. J.; STOILOV;
XING, 2012; LI et al., 2020; WIKENIUS et al., 2019). A metilacdo do DNA ocorre
preferencialmente em dinucleotideo CpG. Apenas 25% da metilacdo do DNA em
humanos ocorre em locais ndo CpG (CpA, CpT e CpC) (GUO et al., 2015). Esse
mecanismo geralmente esta relacionado ao silenciamento da transcricao génica
em regides promotoras, através da condensacdo da cromatina e o bloqueio de
ligacéo de fatores de transcricdo. Além do papel de represséo da transcricdo do
gene, a metilacdo do DNA pode gerar outros efeitos funcionais no genoma, como
uma interacdo com proteinas de ligacao de histonas e fatores de transcricdo que
afetam indiretamente a transcricdo génica (LI et al., 2020). Dessa forma, a
atuacdo da metilacdo do DNA na transcricdo génica € complexa e ndo esta
apenas relacionada ao silenciamento génico. Estudos de meta-analise mostram
gue a metilacdo do DNA ocorre em varios locais do genoma, incluindo
promotores, elementos transponiveis, regides regulatorias e regides intergénicas
(GATTA et al,, 2021; GRAFF et al., 2011; WEN; TANG, 2014).

Diversos estudos associam as alteracbes epigenéticas em genes
associados ao eixo HPA com o desenvolvimento de transtornos mentais. Além
disso, sugere-se que a metilacdo do DNA e a acetilacao de histonas interagem

com outros locais ao longo do genoma, na qual sugere-se que a regulagao dos



sistemas neuroenddcrinos é coordenada pela interacdo de genes, em clusters
genéticos (ARNETT et al., 2016; BUSCHDORF; MEANEY, 2016). Em geral,
modificacbes epigenéticas em genes relacionados a regulagdo do eixo HPA
demonstram um papel importante na resposta ao estresse, envolvendo
intensidade e duracédo de resposta (LEE, R.; SAWA,; SCIENCES, 2015). Essas
modificacdes refletem diretamente na regulacdo do humor, resposta emocional
e cognitiva. A metilagdo do DNA nesses genes, vém sendo bastante explorada
neste ambito, devido ao seu papel direto na resposta molecular ao estresse
(BROWN, A.; FIORI; TURECKI, 2019; STANKIEWICZ; SWIERGIEL; LISOWSKI,
2013).

Tendo isto em vista, 0s transtornos mentais sao fortemente influenciados
pelos efeitos da interacdo entre gene e ambiente. Os avancos nos estudos de
genética na compreensao das etiologias desses transtornos tém contribuido
significativamente na pratica clinica e no desenvolvimento de novas formas de

tratamento e prevencgado das mesmas (CRESPI, 2020).

1.2 DoHaD na Relacado — crianca x fator de estresse depressdo materna

A incidéncia do desenvolvimento de transtornos psiquiatricos geralmente
estd mais propicia a ocorrer durante a fase de transicdo da infancia e
adolescéncia para a vida adulta. Cerca de 75% dos transtornos psiquiatricos séo
desencadeados até o inicio da vida adulta (KESSLER et al., 2005; THAPAR;
RIGLIN, 2020). Estudos de neurodesenvolvimento associados a depressdo
destacam que o periodo primordial para o surgimento de doencas relacionadas
a saude mental ocorre no periodo pré-natal, nos primeiros anos de vida e
adolescéncia. Esses periodos sdo fatores chaves no desenvolvimento de
transtornos durante a vida adulta (TALAROWSKA, 2020).

O estresse, principalmente nos primeiros anos de vida, pode apresentar
consequéncias decisivas no desenvolvimento de doencas relacionadas a saude
mental. A exposicao a adversidade no inicio da vida afeta em média de 10 a 15%
dos individuos até 18 anos. A exposi¢cao recorrente a episédios de estresse,
como maus tratos e negligéncia durante a infancia apresenta maior risco de

desenvolver transtornos relacionados a saude mental (ERICKSON; JULIAN;



MUZIK, 2019; GILBERT et al., 2009; LANE; DUBOWITZ, 2021; LEMOULT et al.,
2020). Além disso, individuos com histérico de estresse precoce tém uma
probabilidade duas vezes maior de desenvolver depressao cronica e episédios
depressivos mais frequentes e prolongados (SILVA et al., 2021).

Os primeiros fatores de estresse vivenciados na infancia podem
influenciar mais  significativamente nas mudancas biolégicas e
consequentemente interferir mais fortemente em alteragdes no desenvolvimento,
comportamento e saude do individuo (ARISTIZABAL et al., 2020). Uma das
principais associacdes de alteracdes epigenéticas na etiologia da depressao
esta relacionada a eventos de estresse no inicio da vida. Esses eventos
vivenciados precocemente estdo relacionados com o aumento no risco de
depressao e também potencializar os efeitos da exposicdo a adversidades na
vida adulta (LI et al., 2020; OPEL et al., 2019).

A exposicao a eventos adversos no inicio da vida pode ndo somente
conferir maior susceptibilidade a doencas mentais como também estar
relacionado a maior resiliéncia e adaptacéo a esses fatores (CATTANEO; RIVA,
2015). Essa complexidade entre exposi¢cao ao trauma e efeito gerado justifica o
crescente numero de estudos relacionados a biologia da saude mental. A
hipotese da Origem Desenvolvimentista da Saude e Doenca (do inglés -
Developmental Origins of Health and Disease - DOHaD) visa uma melhor
compreensao da relacdo da exposicéo a traumas desde o periodo embrionario
e fetal, a infancia e a adolescéncia e os efeitos na saude humana (ABDUL-
HUSSEIN et al., 2020).

O periodo intrauterino é o periodo de maior plasticidade neural, dessa
forma muitos estudos afirmam que fatores como transtornos psiquiatricos
materno, uso de drogas e problemas conjugais, por exemplo, podem induzir
mudancas nos circuitos neurais e em vias biolégicas no periodo de
desenvolvimento intrauterino, contribuindo com a susceptibilidade ao
desenvolvimento de doencas futuras (SILVA et al., 2021). Em adicdo, esses
fatores podem provocar alteracdes na reprogramacao epigenética durante o
desenvolvimento embrionario, periodo critico no estabelecimento do padrédo de
metilacdo do DNA associado a diferenciagéo celular (KOFINK et al., 2013).

Além disso, apesar do cortisol desempenhar um papel essencial no

desenvolvimento fetal, elevados niveis desse horménio durante a gravidez eleva



também os niveis de cortisol do feto (CAO-LEI et al., 2020). Existe uma barreira
placentaria que protege o feto contra niveis elevados de GCs, fazendo com que
em apenas 3 a 10% dos GCs encontrados na circulacdo materna atinjam o
compartimento fetal. No entanto, niveis exacerbados de cortisol materno podem
provocar a desregulagdo do eixo HPA no feto, podendo impactar no
neurodesenvolvimento fetal e alteracbes epigenéticas (KRONTIRA,;
CRUCEANU; BINDER, 2020).

Estudos sugerem que o cuidado materno altera a expressdo de uma
grande quantidade de genes. Além disso, essas alteracbes no padrdo de
expressao génica se correlacionam com modificacdes epigenéticas, tanto em
promotores génicos como também em regifes transcricionais e intergénicas
(BUSCHDORF; MEANEY, 2016; WEAVER; MEANEY; SZYF, 2006). Portanto,
sugere-se que a partir da exposicdo a fatores ambientais, a modulacdo
epigenética é gerada modificando a resposta do eixo HPA, o que pode contribuir

na susceptibilidade a transtornos psiquiatricos.

1.3 Papel dos genes FKBP5 e NR3C1 no sistema de resposta ao estresse

Os efeitos do estresse variam de acordo com a intensidade, duracéo,
frequéncia e até mesmo 0 momento em que ocorre o0 estimulo. Esses efeitos sédo
mediados por GR (JUSZCZAK; STANKIEWICZ, 2018). Os GCs sao os produtos
finais da resposta ao estresse, e sua atuacao depende da ligacdo a GR. Por sua
vez, o GR atua como um fator de transcricéo, se ligando ao GRE nos promotores
dos genes responsivos a GC ativando a transcricdo génica, e também atuam
regulando outros fatores de transcricdo (BINDER, 2009).

Antes de se ligar a GC o GR reside no citoplasma da célula, ligado ao
complexo GR, que o mantém em uma conformacado estrutural adequada para
receber o seu ligante. Na presenca de GC, o GR se dissocia desse complexo,
permitindo sua acessibilidade ao ligante e sua translocacédo para o nucleo. Os
GCs interferem na transcricdo de diversos genes relacionados ao sistema
nervoso (ARGENTIERI et al., 2017).

Os genes que codificam proteinas importantes nessa sinalizacéo celular

sao os genes FKBP5 e 0 NR3CL1 (Figura 3). O gene NR3CL1 (receptor nuclear da
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subfamilia 3, grupo C, membro 1), codifica 0 GR, membro de uma grande familia
de receptores hormonais nucleares, desempenhando um papel essencial na
acdo imunossupressora e metabdlica de GC (GATTA et al., 2021). Esse gene
esta localizado no brago longo do cromossomo 5 (5g31.3), e consiste em 8 éxons
codificantes e 1 ndo codificante. A regido 5' ndo traduzida do gene NR3C1 é
composta por varios éxons 1, sendo 4 na regido promotora distal (A1-3 e l) e 10
éxons na regido promotora proximal (D, J, E, B, F, G, C1-3 e H), sendo estes
localizado em uma ilha CpG. Dessa forma, o éxon 1 consiste em Varios éxons
alternativos que dao origem a varios transcritos que codificam a mesma proteina
(RADTKE et al., 2015; YEHUDA R, DASKALAKIS NP, LEHRNER A, 2014). A
transcricdo do gene NR3C1 gera, por splicing alternativo, diferentes variantes de
transcricdo que codificam as mesmas isoformas e também isoformas diferentes.
As multiplas isoformas de GR apresentam diferentes potenciais de transducéo
de sinais, com diferentes padrdes de translocacdo para o nucleo e atividade
transcricional (BORCOI et al., 2020).

Além do gene NR3C1, o gene FKBP5 é um importante regulador da
ligacdo de GR a GC. O gene FKBP5, responsavel por codificar a proteina de
ligacdo FKBP51, se localiza no brago curto do cromossomo 6 (6p21.31) e possui
qguatro isoformas, devido ao splicing alternativo (BINDER, 2009). A proteina
FKBP51 € uma co-chaperona, pertencente a familia de proteinas imunofilinas,
responsaveis por atuar em processos de imunorregulacdo e em processos
celulares que envolvem o dobramento e o trafego de proteinas. Em conjunto com
as proteinas Hsp90, FKBP52 e p23, a proteina FKBP51 regula a sinalizacdo de
GC (CRIADO-MARRERO et al., 2018a).
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tcacataaggatgaaatcatctaagaacacatttctcagaacatat  gtgeagettttcagagetgaacggattgtaccette
cectgteettaagegatGCATGACTGTGTGTGTTTCTT  acaGGAGTCACGAAGAGGCCTGC
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cgagaaaagaaACTGGAGAAACTCGGTGGC

Figura 3. Representacdo esquematica do gene NR3C1 e FKBP5 e localizagdo das
sequéncias analisadas no presente estudo. (A) Descricdo e localizacdo do gene
FKBP5 e dos elementos de resposta a glicocorticoides (GRE). Amplicons para analise
de metilacdo do DNA nos introns 2, 5 e 7. Descricdo e localizacdo do gene NR3C1, ilha
CpG na regido promotora. Amplicon para analise de metilacdo no promotor 1F do gene
NR3C1. Todas as coordenadas genémicas foram retiradas do UCSC Genome Browser
Build 2009 / hg19. Os dinucleotideos CpG analisados neste estudo estdo indicados por

um circulo (Mendonga et al., submitted article).

Alteracdes nos niveis de transcritos do gene FKBP5 e NR3C1 podem ser
causadas devido a fatores genéticos, epigenéticos e ambientais. Alteracdes na
metilacdo do DNA no gene NR3C1 estdo associadas a diferentes transtornos
mentais (CASTRO-VALE; CARVALHO, 2020; JANUAR; SAFFERY; RYAN,
2015; TYRKA; RIDOUT; PARADE, 2016). Diferentes estudos no promotor do
gene NR3C1 associam o aumento de metilacdo do DNA em individuos que

sofrem maus tratos durante a infancia a maior vulnerabilidade para desenvolver
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transtornos de saude mental (LABONTE et al., 2012; MCGOWAN et al., 2009;
RADTKE et al., 2015).

A maioria dos estudos de metilacdo do DNA no gene NR3C1 focam na
regido promotora do éxon 1F. Maiores niveis de metilacdo nessa regido tem
sido relacionada a reducdo dos niveis de transcritos de GR, interferindo na
reducdo da eficiéncia do feedback negativo e maior acumulo de glicocorticoides
intracelulares (JC et al., 2013; TYRKA; RIDOUT; PARADE, 2016). Altos niveis
de metilagdo no promotor do gene NR3C1 vem sendo associado principalmente
com reducao da expressdo de GR e aumento da reatividade do eixo HPA
(CATTANEO; RIVA, 2015).

A transcricdo do FKBP5 induzida por GR, por sua vez, é mediada pela
ligacdo de GR a GREs localizados em uma regido que abrange mais de 100kb
e varia desde a montante do promotor génico até as regioes dos introns 2, 5e 7
deste gene. A intensidade da atividade de GC na transcricdo do FKBP5 é
moderada por mecanismos genéticos e epigenéticos (MATOSIN;
HALLDORSDOTTIR; BINDER, 2018; ZANNAS et al., 2016). Estudos relevantes
em tecidos de cérebro humano e camundongos demonstraram que a metilacéo
do DNA no gene FKBP5 é inversamente correlacionada com a expressao
(CRIADO-MARRERO et al., 2018b; EWALD et al., 2014; KLENGEL; BINDER,
2013).

Estudos de conformacéo de cromatina demonstraram que a presenca da
variante de risco do polimorfismo de nucleotideo Unico (do inglés - single
nucleotide polymorphism - SNP) rs1360780, polimorfismo que mais tem
demonstrado efeito funcional relacionado a transtornos psiquiatricos no gene
FKBP5, interage mais fortemente com o GRE intrénico e o sitio de inicio de
transcricdo do gene do que o alelo comum, gerando maior expressado do FKBP5.
Ao mesmo tempo, menores niveis de metilacdo do DNA no GRE intrénico foi
associado a portadores do alelo de risco quando expostos a eventos de estresse,
relacionado ao aumento na expressdo de FKBP5 e maior resisténcia a GC
(KLENGEL; BINDER, 2013, 2015). A demetilacdo do DNA foi encontrada em
varias regides de GREs intrénicos, associados a diferentes contextos ambientais
(ZANNAS et al., 2016).

A exposicao prolongada ao estresse resulta em mudancgas no sistema de

resposta do eixo HPA, levando a super ativacdo de GR. O GR é distribuido por
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todo o corpo e por todas as regides do cérebro limbico. A super ativacdo de GR
e alteracdes que levam o aumento da resisténcia de ligagdo a GC pode ser a
base para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos, como a depressao
(TYRKA; RIDOUT; PARADE, 2016)

A maioria dos estudos de avaliagdo de metilacdo do DNA dos genes
FKBP5 e NR3C1 em depresséo séo realizados em estudos separados, 0 que
dificulta o entendimento de como esses genes interagem entre si. Isso se deve
a conducéo de cada estudo e principalmente pelas caracteristicas de populacéo
de estudo, tipo de tecido estudado, metodologia conduzida, variaveis clinicas e
background genético individual. Apesar de um numero significativo de estudos
gue focam na metilacdo do DNA nos genes NR3C1 e FKBP5 em exposi¢éo ao
trauma precoce, poucos estudos avaliam o perfil de metilacdo do DNA desses

genes em pacientes com depressao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de metilagdo do DNA no
contexto da depressdo materno-infantil nos genes FKBP5 e NR3C1; e se a
metilacdo do DNA estd associada a fatores de estresse como depressao
materna, depressdo pré- e pés-natal e conflitos familiares, vivenciados pela

crianga.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliacdo do perfil de metilagdo do DNA nas regides intronicas que
abrangem os GREs do gene FKBP5 em individuos com depresséo;

e Avaliacao do perfil de metilacdo do DNA no promotor do gene NR3C1 em

individuos com depresséo;

e Efeito da depressdo materna na metilacdo do DNA nos genes FKBP5 e

NR3C1 nas criancas;

e Efeito das variaveis clinicas associadas a exposi¢cao ao estresse no inicio

da vida na metilacdo do DNA em criancas;

e Correlacdo da metilacdo do DNA entre mée e filho nos genes FKBP5 e
NR3C1.
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3. METODOLOGIA

3.1 Populacéao de estudo

As amostras de DNA sédo derivadas de extracdo de células bucais de
amostras compostas por mulheres/maes e criancas/filhos da cidade de Uberaba,
MG. A amostra de estudo foi constituida por um total de 120 individuos, sendo
binbmios maes-filhos (60 maes e 60 criancas). Desse total foi dividido entre
grupo G1 (30 mées e 30 criangas), no qual todas as criangas convivem com a
MDD materna, e G2 (30 mées e 30 criangas), no qual representa 0 grupo
controle, maes e filhos sem diagnéstico de depressao e sem exposicao a fator
de risco MDD materna. Para analisar a metilacdo do DNA em méaes e filhos do
grupo de risco separadamente, dividimos o grupo G1 em subgrupos. Neste caso,
0 grupo G1 compreende o subgrupo G1A (G1A-mée com MDD e G1A-crianca
com MDD) e G1B (G1B-mée com MDD e G1B-crianga, na qual convivem com a
MDD materna, mas ndo apresentam diagnostico de MDD).

Os dados para confirmacdo do diagndstico de depressdo nesses
pacientes foram realizados pela Profa. Dra. Ana Vilela Mendes (atualmente
docente da Universidade Catolica do Salvador, Instituto de Filosofia e Ciéncias
Humanas). 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-IV) e uma avaliagdo por meio da SCID
(Entrevista Clinica Estruturada para DSM-IV (Manual Diagndstico e Estatistico
de Transtornos Mentais, 4a edi¢cdo). Além disso, para diagnostico de depresséo
das criancas foi feito um levantamento sobre o Desenvolvimento e Bem-Estar de
Criancas e Adolescentes (DAWBA) que fornece diagnosticos psiquiatricos com
base nos critérios do DSM-IV e CID-10 (Classificacdo Estatistica Internacional
de Doencas e Problemas relacionados a Saude, 102 revisdo).

Os critérios de inclusdo das mulheres utilizadas foram maes nao gravidas,
com filhos biol6gicos com idade entre 6 a 12 anos, sem deficiéncias fisicas e/ou
sensoriais aparentes. Mulheres com outros diagnosticos de transtornos
psiquiatricos foram excluidas do estudo para garantir a ndo interferéncia de

outras variaveis que nao a depressao.
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Os critérios de inclusdo das criancas foram ter idade entre 6 a 12 anos,
ambos os géneros e morar junto com a mae biolégica. Em relacdo aos critérios
de exclusdo, nao fizeram parte do estudo criangcas com histérico de doencas
organicas ou com deficiéncia sensorial aparente, a fim de evitar variaveis de
confusdo que pudessem interferir no comportamento da crianca.

Todas as maes foram submetidas a questionarios suplementares, com
informacdes como, idade das mées e dos filhos, sexo das criangas, grau de
escolaridade materna, situagao socioecondémico, formato familiar (monoparental
e biparental) e numero de membros da familia. Outros aspectos associados a
fatores de risco biolégico também foram avaliados, como histérico obstétrico da
mae, histdrico psicologico familiar, suporte social, problemas no contexto escolar

da crianca, problemas econdémicos e familiares.

3.2 Extracdo de DNA

As amostras de DNA utilizadas no presente estudo foram obtidas no
banco de dados de DNA do Departamento de Neurociéncias e Ciéncias do
Comportamento da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil.
As amostras foram coletadas na Unidade Béasica de Saude de Uberaba, Minas
Gerais. A coleta de amostras de células bucais para isolamento de DNA foi
aprovada pelo comité de ética da Universidade de Uberaba (UNIUBE) (CAAE:
0039.0.227.000-06). O DNA foi isolado de células epiteliais bucais seguindo o
protocolo de salting-out (OLERUP; ZETTERQUIST, 1992).

Para cada amostra foi quantificada 1uL de DNA através da leitura em
espectrofotometro (NanoDrop One-C). A pureza do DNA foi verificada a partir da
relacéo 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.
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3.4 Escolha das regifes analisadas dos genes FKBP5 e NR3C1 e desenho

dos primers

Foram analisadas regides regulatorias relatadas anteriormente nos
introns do FKBP5 (2, 5 e 7) e o promotor alternativo 1F do gene NR3C1, na qual
hé relatos de alteracdo na metilacdo do DNA em estudos anteriores de pacientes
com diagndstico psiquiatrico (ARGENTIERI et al., 2017; DASKALAKIS;
YEHUDA, 2014; KLENGEL et al., 2013). As coordenadas gendmicas usadas no
presente trabalho foram derivadas do genoma de referéncia GRCh37/hgl19 do
banco de dados da Universidade da Califéornia Santa Cruz (UCSC -
http://genome.ucsc.edu/) para caracterizar a localizacdo dessas regides, com
tracks como a posicéo da ilha CpG e do GenEnhancer, além da sobreposicéo
com sitios de ligacéo de fator de transcri¢ao (tracks de regulagcdo ENCODE - Txn
Factor ChIP).

Com base nos dados obtidos, foi utilizado células de epitélio bucal
derivadas de pares mae-filho para realizar a analise de busca por regides
diferencialmente metiladas no transtorno depressivo maior (MDD-DMR do inglés
Major Depressive Disorder - Differentially Methylated Regions). Sugere-se que
as células de epitélio bucal sdo o tipo de célula mais sensivel ao estudar a
metilacdo do DNA no FKBP5 e NR3C1 em disturbios comportamentais (DI
SANTE et al., 2018; SMITH et al., 2015; VUKOJEVIC et al., 2014). Além da
facilidade de se obter essas células, elas derivam da mesma camada
ectodérmica durante o desenvolvimento das células cerebrais (LOWE et al.,
2013; SMITH et al., 2015).

O desenho de primers dos genes FKBP5 e NR3C1 foram realizados
através dos Softwares Generunner v.3.05 (Hastings Software Inc.) e UGENE
(Unipro UGENE v.38), a partir de sequéncias depositadas no banco de dados
UCSC. As coordenadas gendémicas das regifes intrénicas do gene FKBP5 e do
promotor do NR3C1 analisadas no presente estudo estdo representadas na
figura 3.

O sitio CpG analisado, localizado na ilha CpG do promotor 1F do gene
NR3C1, utilizou como referéncia a numeragdo dos sitios CpGs baseado no

estudo de revisao de Palma-Gudiel et al. 2015 (Figura 4).
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-8
(-4954) agggacaggagaagCGgagtctgccttctgggtccagaagggggttttgttaacatggagttgectcagCGeecttcataaaaattettectggetgagggttctaCGttggecataCGgt

(-4836) tggtcccctcttctctccCGaggtggCGagtatctcttcctttgccaagatggCchtccagaaccctctggaggCchcccEGtagatCGcctcCGgacaagaggcttgctgaaagc

(-4718) ctacttctttcctttcacatcagacaatgcacagggaaccctttacccttga%aaccaaggaaggaCchttaggctaccCGCGatOGCGaacctttgccaagatggtggcCGCGggg
10 I o 14 516 17 18 19 2021

(-4600) aCGggctggCGacactgtaccctaccaagatggCGgCGggCGycttcCGggaCGlGettecccaatCGtettcaagatgtcagagcagggggageCGeCGtcagtctgagCGCGgCGy
24 25 8 2 30

6
(-4482) gaggtgagagagtggctgtggeCGagCGecCGagcaggattaggtggagetgCGgcageceeCGecCGtgtcaggagctggcaagCGatgtecacectgtgggggCGeaaaagttaccte

31 32 3 34 35 36 37 38
(-4364) cccaaaccctaaacccacacagcacaaccttteccagagtcacaaaaatcataatctgtgeCGeacaaggtaggaggetCGgtecCGgeatCtecaagecttccCGaCGCGyCGage 1D

39 40 41 42 43 44 45
(-4246) tggggaagggagctggggCGggggcttccCGeaCGggcaccectCGecccaltygccctetectttetcaggaCGgaccaCGagt tzcccttccccttggact%agggggaagcccctaa
1 4

(-4128) caggaacatctgtagggagttgaaCGectggcattttaaagctgectgtattttgttttatttgtaggggcaggggtectatgaaCGtgatagggtgagcaaCGecacagagtCGagggce
5 6 i § 9 10 11

8
(-4010) agcaaatgtcaagattCGggggtggggcctgcacCGggaacttggaCGCGggccctggeCGgggtggaagaagaggtcaggagtttCGgaaggggggctatatttCGecagcaactta 1]

(-3892) ctatttCGecctgcaacttgcttttaagecctgeCGeccectgetttecttaatcataataataaaaaaaaagtgcaaagaaatccagetCGetggaggttttgcatttggCGtgcaact 1
E

22 2 24 S
(-3774) tccttCGagtgtgagcacattgggCGggaggggtgggggttgaacttggecaggCGgCGectecttetgeCGeCGeCGeCGectCGeagactCGgggaagagggtgggggaCegtCGygy

2%@8 3](.;8% 33 34 35 36 Gég
(-3656) gCl ggggagggtgggttctgctttgcaacttctctecccagtgCGagagC gCGgCGgcagctgaagaccCGgcCGeccagatgatgCGgtggtgggggacctgcCGgcac a 1
B

41 42 43 44 45 46 1 2 3 4 6. 7 8 9
(-3538) ctcccccCGggcccaaagtaCGtathGcCGaccccCGctatccCGtcccttccctgaagcctccccagagggCGtgtcaqgcCGcc GgcccCGagCGCGgcCGagaCGetygCGgca

10 11 12 28

(-3420) cCGtttcCGtgcaacccCGtagecccctttC
27 28 29

(-3302) ggccCGecCGetgtcaccCGecaggggcactg

14 17 18 19 2 22 2324 25 26
. aCGcaactCchcCGgOGqCGgCGgCGCGggccactcaCGcagctca gCGcccCGgctettgt

39
gaaggaggtagCGaga

33 34
caaggggcagagCGagctccCGagtgggte tggagcCGCGgagctgq

(-3184) aaanaaactgg_gaaactcggtngccctcttaacsccﬂcccca a a accaggtcégccccCGccgctgcCECCGccaccctttttcctggggagttgggggCGgggggCGaagCGC 1;:
101

3 6 8
(-3066) GqCGcacCGggCGgqgCGgccaCGccaggqgaCGCGggCGtqcaquGcCGtCGgggcCquqtququgccCGCGCGgagggCGtqgggqcaggqacCGCGquGcccctqcagtt

17 181920

» i)
(-2948) gccaagCGtcaccaacaggttgcatCGttcccCGCchc CGCGCchccctCGggCGgggagOchCGggggtggagtgggagCGCGtgtgthGagtgtgthGCGcCGtggCGC

32 33 34 36 37 38 404 43 48
(-2830) CGcctccaccCGctcccCGctCthccCGctCGctCGcccaggcCGggctgccctttCGCGtgtcCGCGctctcttccctcCGcCGcCGcctcctccattttﬂCGagctCGtgtctgt

49 50 51 52 53 54 55 56 5 58 59
(-2712) gaCGggagccCGagtcacCGectgecCGtCGgggaCBgattetgtgggtggaaggagaCGeCGeageCGgagCGgcCGaagcagetgggacCGggaCGgggecaCGCGCGCeCGgaace 1
C

(-2594) tCGaccCGCGgagccCGgCGCGgggCGgagggetggcttgtcagetgggcaatgggagactttcettaaataggggctetecceccacccatggagaaaggggCGgetgtttacttect

-8 =3
(-2476) tct:tttaaaaaaaaaaaatatatttccctcctgctccttcthGttcacaagctaagttgcttatctCGgctgCGgCGggaactgCGnaCGntggCGggCGaﬁCGnct:cctctgccag

1 3 4 5 6 8 9 10 13 12 14
(-2358) _ggtaagaagCGaggCGggaggggchGgggCGCGctCGctccccCGaggtgcCGctgggacCGgagacaactCGggggcCGcCGCGggagcctacaaacttttattagcctCGggga
1 22 2

16 18 192021 23 25 6
(-2240) gtgggggtggggggctggcaagggcCGggCGaCGgtgaCGaaagggcagCGOGCGggtgacagCGctggcctcr_tcctctccctcCGcaggCGtcccctgchGggcCGagggggagg

7 28 29 31 32 33 34
(-2122) aacctgaccthgaCGgCGagCGgagccctgr_CGaactgcCGggggcttCGagcctctcattcctCGCGggaa tcctggectetttteteccectagtgtecectttecctecaaggg

49

36 37 38 39 40 4142 43 44 45 46 4748 5051 52 53 54
(-2004) ggtCGccCGacaccCGttttCGtggtgaaCGetaageCGCGtctgaattttactCGecCGaatatttgcaCGecacccCGgCGLGecCGagCGlGagecCGggctcCGgggaggeecC

54 55
(-1886) GgCC

(-1768) GtCG

56 57 58 5960 6162 63 64 65 66 67 68
5gCGcctggcttgaggagggCetgCGGGGCGCGtgagggtgcacaCGCGgggggctgacagecCGeaacttggagactgCGgcCGgggcCGgCGttatctgttagaagtgggCGt 1
71 74 7576 H

2
3gagagagaactcaacaggtctggaCGtacttctcttttaacctCGeacttttttctecttecteccacceccCGeccCGeaagggettgectetttagCGtttgttgttaattCGCGee

Figura 4. Sequéncia da ilha CpG da regido promotora do gene NR3CL1. Localizagéo
da ilha CpG do promotor génico do NR3C1, chr5: 142.782.071-142.785.071 localizada
na regido 5’ ndo traduzida do gene. Os dinucleotideos CpG estédo real¢cados em letra
mailscula. A caixa destacada em azul correspondem a regides de ligacdo NGFI-A. 1D-
1H corresponde aos éxons alternativos do gene NR3C1. O éxon 1F é o mais relatado

na literatura. (modificado de Paula-Gudiel et al. 2015)

3.5 Ensaio com enzimas de restricdo sensiveis a metilacdo associadas a
PCR quantitativa (MSRED-qPCR)

A andlise quantitativa do padrdo de metilacdo das amostras estudadas foi
realizada por PCR em tempo real conforme o protocolo de GOMES et al. (2007).
As porcentagens de metilacdo do DNA de cada amostra foram calculadas
segundo a férmula 5mC% = 100 x 0.5 2 (ACt = Ct da amostra digerida — Ct da
amostra ndo digerida) (GOMES et al., 2007). Para o ensaio de qPCR, 400ng de
cada amostra de DNA foram digeridas com 5U de enzimas de restricdo sensiveis
a metilacdo (New England - Biolabs). As enzimas de restricdo utilizadas foram:
HpyCHA4IV para as regides do introns 2 e 7 do FKBP5; Hhal para o intron 5 do
gene FKBP5; e BstUI para o promotor do gene NR3C1. As amostras de DNA
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foram incubadas por 4 horas a 37°C (HpyCHA4lIV; Hhal) e 60°C (BstUIl) e
posteriormente submetidas a tempo e temperatura de inativacdo de acordo com
a especificacdo para cada enzima. 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
par de primer; 5,0uL PCR Master Mix — Sybr Green (AppliedBiosystem); 0,2uL
agua Milli-Q; 4,5uL de cada amostra (10 ng de DNA]. As condig¢des 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. Todo o ensaio foi realizado em triplicata.

3.6 Analise estatistica

A analise dos resultados da quantificacdo da 5mC% foi realizada
utilizando Unpaired t test with Welch's correction e 0 ANOVA One-way- Tukey's
multiple comparisons test e Bonferroni's multiple comparisons test. Para as
analises de correlacdo da metilacdo do DNA entre os pares mae-filho foi
realizado o teste de correlacdo Kendall 's tau. Os softwares utilizados para o
processamento de dados e analises estatisticas foram o GraphPad Prism 5.0 e
R verséao 4.0.5. Para todas as analises estatisticas foram adotadas o nivel de

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

4.1 Metilagéo do DNA grupo de risco versus grupo controle

Com base nos objetivos do presente estudo, a principio foi avaliado o
perfil de metilacdo do DNA em regides regulatérias dos genes FKBP5 e NR3C1
em associacdo com o diagnéstico de depressao de bindmios méaes e filhos. E
também o efeito da exposicao a variaveis clinicas na metilacdo do DNA nessas
regides nas criangas.

Inicialmente foi avaliado a média da metilagcdo do DNA no grupo G1A e
G1B versus G2. No gene FKBP5, foi observado uma diferenca significativa na
metilacdo do DNA do intron 2 no grupo G1B em relacéo ao G2 (p<0,05) (Figura
5A). O grupo G1B apresentou uma média de metilagdo do DNA de 28,84%
enquanto no grupo G2 a média foi de 22,58%. Nos introns 5 e 7, as médias de
metilacdo do DNA nas regides analisadas foram semelhantes em ambos os
grupos, ndo havendo diferenca estatistica (Figura 5B-C). Em contrapartida, na
regido promotora analisada do NR3C1 foi visto uma diferenca significativa entre
a média de metilacdo geral dos grupos. Os grupos G1A e G1B apresentaram
maiores niveis de metilacio do DNA, em média 45,93% e 52,68%
respectivamente, enquanto que o G2 apresentou uma média de 34,97% (p<0,05)
(Figura 5D).



21

. 100+ 100

80+

60—

FKBPS - intron 2 metilagéo (%
FKBPS5 - intron 5 metilagao (%)

40 - 40- . -
vis .
20 ‘.."'t" 20 o
0 T T T 0 T T T
G1A G1B G2 G1A G1B G2
*
C D *
~ 100+ 100 .
9 —.— —_—
] 1 —_
‘E“ 80 % 80 oo . .
g 6o ' g ~ ’
E & 60 :
~ N PELE % - v :
§ 40 v Y E 404 P ’ .,
: Frer i Pl
£ =+ o 2 e
e 204 _[° s . = 20 - <ii.
g 1 4+ E s
0 T T T 0 T T T
G1A G1B G2 G1A G1B G2

Figura 5. Média da metilacdo do DNA nos genes FKBP5 e NR3C1 entre grupo de
risco (G1A e G1B) e grupo controle (G2). (A) 5mC% intron 2 - FKBP5. Diferenca
significativa na metilacdo do DNA do grupo G1B em relacdo ao G2 (p<0,05) (B) 5mC%
intron 5 - FKBP5. Nao houve diferenca significativa na metilacdo do DNA entre os
grupos. (C) 5mC% intron 7 - FKBP5. Nao houve diferenca significativa na metilagéo do
DNA entre os grupos. (D) 5mC% NR3CL1. Diferenca significativa na metilacdo do DNA
do grupo G1A e G1B em relagdo ao G2 (p<0,05) (Teste Anova One-way - Tukey's

multiple comparisons test).

Assumindo que o G1 é considerado o grupo de risco, exposto a MDD
materna, e o G2, grupo controle, foi avaliado a metilacdo do DNA em maées e
filhos separadamente entre os grupos. Dessa forma, foi visto o padrdo de
metilacdo do DNA entre maes com MDD (G1-mées) e maes sem MDD (G2-
maes); e, criancas com MDD (G1A), criancas sem MDD, mas que convivem com

a MDD materna (G1B), e criancgas controle (G2).

Observando as maes separadamente, no gene FKBP5 foi encontrado

uma diferenca significativa nas maes com MDD (G1-maes), para as maes sem



22

MDD (G2-mées), no intron 2 e 5 (Figura 6A-B). Na regido do intron 2 foi
observado uma média de metilacdo de 25,75% no G1 e 20,78% no G2 (p<0,05);
e no intron 5 a média foi de 70,57% no G1 e 78,22% no G2 (p<0,05). Na regido
do intron 7 do FKBP5 e no promotor do NR3C1 ndo houve diferenga significativa

entre os grupos (Figura 6C-D).
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Figura 6. Média da metilacdo do DNA nos genes FKBP5 e NR3C1 entre mées com
depressédo (G1) e maes sem depressédo (G2). (A) % metilacdo do intron 2 - FKBP5.
Diferenca significativa na metilagdo do DNA do grupo G1 em relacdo ao G2 (p<0,05).
(B) % metilagédo do intron 5 - FKBP5. Diferenca significativa na metilagdo do DNA do
grupo G1 em relacéo ao G2 (p<0,05). (C) % metilagéo do intron 7 - FKBP5. N&o houve
diferenca significativa na metilagdo do DNA entre os grupos. (D) % metilagdo do NR3C1.
N&o houve diferenca significativa na metilagdo do DNA entre os grupos. (Unpaired t test

with Welch's correction).

Em contrapartida, nas criancas foi encontrado um aumento significativo
da metilacdo do DNA apenas no promotor do gene NR3C1, tanto no grupo G1A

como no grupo G1B em comparacdo com o G2. Nas criancas do G1A a média
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de metilacdo do DNA observada no NR3C1 foi de 51,89%, e no G1B 57,62%,
enquanto as criancas do G2 apresentaram uma média de 30,64% (p<0,05 e
p<0,002, respectivamente) (Figura 7D). A média de metilacdo do DNA no grupo
G1A, no qual as criangas apresentam diagnostico de MDD apresentou valor
aproximadamente 20% maior do que o G2. Da mesma forma, as criangas do
G1B que nao apresentam MDD, mas estdo expostas a MDD materna, a
metilacdo do DNA foi em média 27% maior comparado com a média das criancas
do G2. Nas regides analisadas dos introns 2, 5 e 7 do gene FKBP5 nao foi
observada relacao significativa da metilacdo do DNA entre as criangas do G1A,
G1B e G2. Em ambas as regides a média de metilacdo foi semelhante entre os

grupos (Figura 7A-C).
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Figura 7. Média da metilagdo do DNA nos genes FKBP5 e NR3C1 nas criangas dos
grupos G1A, G1B e G2. (A) % metilagdo do intron 2 - FKBP5. N&o houve diferenca
significativa na metilagdo do DNA entre os grupos. (B) % metilacéo do intron 5 - FKBPS5.
N&o houve diferenca significativa na metilagdo do DNA entre os grupos. (C) % metilacdo
do intron 7 - FKBP5. N&o houve diferenca significativa na metilagdo do DNA entre os
grupos. (D) % metilagdo do NR3C1 (G1A versus G2 p<0,05; G1B versus G2 p<0,002).

(Teste Anova One-way - Tukey's multiple comparisons test).
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Em geral, de acordo com os resultados do presente estudo, pode-se
observar que as regides apresentam um padrdo semelhante de metilagdo do
DNA entre os grupos avaliados. Os introns 2 e 7 do FKBP5 apresentam uma
tendéncia a niveis mais baixos de metilagdo do DNA, média de 24% e 39%,
respectivamente; enquanto o intron 5 apresenta uma tendéncia a niveis mais
altos, em média 74% na populacao total estudada. Em contrapartida, no NR3C1
foi observado um padrao de aumento da metilagdo do DNA no NR3C1 no grupo
de risco em comparagdo com 0 grupo controle.

Em adicdo, os resultados apresentados demonstram a ocorréncia de
alteracoes na metilacdo do DNA detectadas de maneira geracdo e gene
especificos, na qual mdes com MDD apresentaram alteracdes significativas na
metilacdo do DNA dos introns 2 e 5 do gene FKBP5, enquanto os filhos expostos
a MDD materna apresentaram alteracdes de metilacdo do DNA no NR3C1.

4.2 Efeito das variaveis de risco na metilacdo do DNA em criancas

Aléem da média geral de filhos com e sem MDD dos grupos expostos a
MDD materna e do grupo controle, foi avaliado o efeito de variaveis clinicas,
como a presenca de outros transtornos mentais nas criancas (TDAH e transtorno
de ansiedade), depresséo pos parto (DPP), MDD durante a gravidez e histérico
familiar de depressédo na metilacdo do DNA dos genes FKBP5 e NR3C1 nas
criancas.

Tanto as regifes analisadas do intron 2 quanto o intron 5 do FKBP5 néo
apresentaram diferenca significativa na metilacdo do DNA entre a presenca e
auséncia das variaveis clinicas (Figura 8 e 9). No intron 7 foi encontrado uma
diminuicao significativa na metilacdo do DNA entre a presenca de diagndstico de
MDD durante a gravidez (34,68%) e a auséncia (40,74%) (p<0,05) (Figura 10D).
J& as variaveis clinicas relacionadas a numero de transtornos, DPP e historico

familiar de depresséo ndo houve relacdo entre presenca e auséncia.
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Figura 8. Relacdo da metilacdo do DNA com variaveis clinicas presentes na
crianca no intron 2 do gene FKBP5. (A) % metilacdo do intron 2 - FKBP5 associado
a presenca de transtornos psiquiatricos. (B) % metilacéo do intron 2 - FKBP5 associado
ao historico familiar de MDD. (C) % metilacdo do intron 2 - FKBP5 associado a DPP
materna. (D) % metilacdo do intron 2 - FKBP5 associado a MDD durante a gravidez.

Nenhuma associac¢ao significativa no teste t. (Unpaired t test with Welch's correction).
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Figura 9. Relacdo da metilacdo do DNA com variaveis clinicas presentes na
crianca no intron 5 do gene FKBP5. (A) % metilacdo do intron 5 - FKBP5 associado
a presenca de transtornos psiquiatricos. (B) % metilacédo do intron 5 - FKBP5 associado
ao historico familiar de MDD. (C) % metilacdo do intron 5 - FKBP5 associado a DPP
materna. (D) % metilacdo do intron 5 - FKBP5 associado a MDD durante a gravidez.

Nenhuma associac¢éo significativa no teste t. (Unpaired t test with Welch's correction).
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Figura 10. Relacdo da metilacdo do DNA com varidveis clinicas presentes na
crianca no intron 7 do gene FKBP5. (A) % metilacdo do intron 7 - FKBP5 associado
a presenca de transtornos psiquiatricos. (B) % metilacédo do intron 7 - FKBP5 associado
ao historico familiar de MDD. (C) % metilacdo do intron 7 - FKBP5 associado a DPP
materna. (D) % metilagdo do intron 7 - FKBP5 associado a MDD durante a gravidez

(p<0,05). (Unpaired t test with Welch's correction).

Na regido analisada do promotor do NR3C1, foi observado uma
associacao do aumento do nivel de metilacdo do DNA na presenca de um ou
mais transtornos psiquiatricos (transtorno de ansiedade e TDAH), com uma
média de 51,33% em comparacdo a 35,26% naqueles que ndo apresentam
nenhum transtorno (p<0,05). As demais variaveis, DPP, MDD durante a gravidez
e histérico familiar de depressédo ndo apresentaram diferenca significativa nos
niveis de metilacdo do DNA do NR3C1 entre a presenca e a auséncia. No
entanto, pode-se observar uma diferenca média de aproximadamente 10% entre

a presenca de DPP (50,48%) e MDD durante a gravidez (49,44%) e 0 grupo nao
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diagnosticado com esses transtornos, 39,97% e 40,77%, respectivamente
(Figura 11C-D).
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Figura 11. Relacdo da metilacdo do DNA com varidveis clinicas presentes na
crianca no gene NR3C1. (A) % metilacio do NR3C1 associado a presenca de
transtornos psiquiatricos (p<0,05). (B) % metilacdo do NR3C1 associado ao histérico
familiar de MDD. (C) % metilacdo do NR3C1 associado a DPP materna. (D) % metilacdo
do NR3C1 associado a MDD durante a gravidez (Unpaired t test with Welch's

correction).

4.3 Correlacdo da metilacdo do DNA nos pares mae-filho

Para avaliar o efeito da exposicéo a estresse no inicio da vida nos padrées
de metilacao dos genes FKBP5 e NR3CL1 foi feita uma andlise de correlacao da
metilacdo do DNA nos pares mae-filho nos grupos G1A, G1B e G2. A correlacéo
da metilacdo do DNA entre mée e filho foi significativa nas regiées alvo do gene
NR3C1 e no intron 7 do FKBP5. No NR3C1 a correlacéo dos niveis de metilacao

do DNA ocorreu tanto no grupo de risco G1A quanto no grupo controle G2 (1=0,2;
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p<0,002 e 1=0,5; p<0,0001, respectivamente) (Figura 12G-H), na qual o grupo
G1A apresenta um padrao de aumento de metilagdo do DNA do promotor do
NR3C1, e o grupo controle uma diminui¢éo dos niveis de metilagdo do DNA. Em
contrapartida, no intron 7 do gene FKBP5 a correlacdo entre mae e filho foi
observada apenas no grupo de risco G1B (1=0,4; p<0,05) (Figura 12F). Nos
introns 2 e 5 do gene FKBP5 néo foi encontrado correlagdo significativa na
metilagdo do DNA entre mées e filhos (Figura 12A-D).

Além disso, foi realizada uma analise de associacao da metilagdo do DNA
das mées em relacdo a metilagcdo do DNA dos filhos. Apesar de ndo apresentar
significancia estatistica, foi observado que o padrdo de metilacdo do DNA no
promotor do gene NR3C1 se contrapde entre os grupos de risco G1A e G1B em
relacdo ao grupo controle G2 (Figura 13). Os filhos dos grupos de risco
apresentam uma tendéncia a maiores niveis de metilagdo do DNA no promotor
do NR3C1 comparado as maes do mesmo grupo, diagnosticadas com MDD.
Enquanto no grupo controle os filhos apresentam menores niveis de metilacao

do DNA em relacdo as respectivas maes.
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Figura 12. Correlacdo da metilacdo do DNA entre os pares méae-filho dos grupos
G1A, G1B e G2. Nos graficos do G1A e G1B o circulo e linha de tendéncia na cor preta
correspondem aos pares mae-filho G1A; Circulo e linha de tendéncia na cor cinza
correspondem aos pares mae-filho G1B. 1" e p' correspondem ao dado estatistico do
G1A enquanto 12 e p? correspondem ao dado estatistico do G1B. (Teste de correlagéo

de Kendall 's tau).
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Figura 13. Mapa de calor da metilacdo do DNA entre os bindmios mée-filho do
grupo G1A, G1B e G2. Média de metilacao do DNA acima de 50% representado na cor
verde; média de metilacdo do DNA abaixo de 50% representada na cor vermelho

(p>0,05). (Teste Anova One-way - Bonferroni's multiple comparisons test).
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5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar o perfil de metilacao do
DNA do NR3C1 e FKBP5 em pares mae-filho com MDD e o efeito da exposi¢cao
a depressdo materna como fator de estresse no inicio da vida. De acordo com
nossos resultados, na analise geral de binbmios méae-filho do gene FKBP5 entre
os grupos G1A, G1B e G2 foi observado um aumento significativo na metilacao
do DNA apenas no intron 2 do grupo G1B em relacdo ao G2. Nos introns 5 e 7
nao foi observada associacdo significativa na metilacdo do DNA nos grupos de
risco em relagcdo ao controle. No entanto, analisando mées e filhos
separadamente observamos uma diferenca significativa na metilagdo do DNA
dos introns 2 e 5 em maes com MDD em compara¢do com as maes do grupo
controle. Na regido do intron 2 houve um aumento de metilagdo do DNA nas
maes com MDD, enquanto que no intron 5 houve uma diminui¢cdo dos niveis de
metilacdo do DNA nas maes com MDD em relacdo as maes do grupo controle.

Até o momento nenhum estudo na literatura relatou alteracdo no padréao
de metilacdo do DNA nos introns 2 e 5 do gene FKBP5 em individuos com MDD,
destacado no presente estudo no contexto de maes com MDD. Existem poucos
estudos na literatura sobre a metilacdo do DNA do FKBP5 em pacientes com
depressdo (CHIARELLA et al., 2020; HAN et al., 2017; HOHNE et al., 2014;
KLINGER-KONIG et al., 2019; SAITO et al., 2020; TOZZI et al., 2018). A maioria
deles focam na metilacdo do DNA do intron 7, no qual tem sido associado a
mudanca conformacional da cromatina em individuos expostos ao estresse no
inicio da vida (KLENGEL et al., 2013). Diferente dos nossos achados, alguns
estudos associam baixos niveis de metilagdo do DNA no intron 7 em pacientes
com depressido (CHIARELLA et al., 2020; HAN et al., 2017; KLINGER-KONIG et
al.,, 2019; TOZZI et al., 2018). No entanto, a maior parte desses estudos
relacionam menores niveis de metilagdo no intron 7 com a presenca do alelo de
risco do SNP rs1360780, localizado no intron 2, que nao foi avaliado no presente
estudo.

Em nosso estudo ndo observamos relacao da metilacdo do DNA no intron
7 com o diagnéstico de transtornos psiquiatricos nas criancas, DPP e depressao
materna, exceto na MDD durante a gravidez, na qual foi observado uma reducéo

significativa da metilagdo do DNA no intron 7 em relagdo as criangcas nao
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expostas a MDD durante a gravidez. Semelhante aos nossos achados, Ramo-
Fernandés et al. (2019) associaram a reduc¢do na média de metilacdo do DNA
de 79 sitios CpG do intron 7 em amostras de sangue periférico de mulheres que
sofreram maus-tratos na infancia. No entanto, a média de metilacdo nesses sitios
€ superior (~75%) a média observada na regido analisada no presente estudo
(~40%). Outros achados também reportaram menores niveis de metilagdo do
DNA no intron 7 do gene FKBP5 em criancas expostas a traumas na infancia
(KLENGEL et al., 2013; TYRKA; RIDOUT; PARADE, 2016). Em contraste,
Grasso et al. (2020) relataram um aumento na metilacdo do DNA em 4 sitios
CpGs do intron 7 em bebés expostos a fatores de estresse materno e gravidade
dos sintomas de transtorno de estresse pds-traumatico materno.

O presente estudo € um dos primeiros que avaliou a metilacdo do FKBP5
nos introns 2, 5 e 7, e o primeiro a avaliar paralelamente essas regiées no
contexto de mae e filhos com depressédo. Estudo anterior ndo relatou efeito
significativo na exposi¢céo ao estresse em criangas nos introns 2 e 7 no FKBP5
(BUSTAMANTE et al., 2018). Em contrapartida, Klengel et al. (2013) avaliaram
a metilacdo do DNA nos introns 2, 5 e 7 de individuos que sofreram abuso fisico
e sexual na infancia e encontraram uma relacdo de metilacdo-genadtipo
dependente associado ao trauma no intron 7. Para os introns 2 e 5, 0 mesmo
estudo ndo encontrou relacdo de alteracdo epigenética e trauma na infancia.
Duis et al. (2018) também fizeram uma associacdo da metilacdo do DNA no
intron 5 dependente do gendtipo do SNP rs1360780 (intron 2), na qual a
exposicdo ao transtorno afetivo materno esta relacionada ao aumento de
metilacdo do DNA nessa regido em portadores do genétipo homozigoto do alelo
de risco. Em resumo, ndo ha relatos suficientes na literatura sobre os introns 2
e 5 do gene FKBP5. Nossos resultados preliminares apontam uma relacdo
significativa na metilacdo do DNA entre maes com depressdo em comparacao a
maes sem depressao, porém o mesmo nao foi visto em relacdo a criancas.

Em relacdo a metilacdo do DNA no gene NR3C1, nossos resultados
demonstram que um padréo de metilagdo do DNA diferencial nos grupos de risco
(criancas expostas a MDD materna). Nossos resultados destacam um perfil de
ganho de metilacdo do DNA no NR3C1 nos grupos de risco comparados ao
grupo controle, no qual apresentaram um aumento significativo de cerca de 20 a

27% a mais do que no grupo controle. Nossos achados corroboram com estudos
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gue associam o aumento da metilacdo do DNA no NR3C1 em pacientes com
MDD (BAKUSIC et al., 2020; BORCOI et al., 2020; NANTHARAT et al., 2015;
ROY; SHLETON; DWIVEDI, 2017). O sitio CpG (CpG 36) analisado no presente
estudo esta proximo a um sitio de ligacdo da proteina NGFI-A, fator de
transcricao que regula a expressédo do GR. Maiores niveis de metilagdo do DNA
em regides sobrepostas ao sitio de ligacdo a NGFI-A tem sido associada ao
estresse precoce e depressao (LIU; NUSSLOCK, 2017; WEAVER et al., 2004).

Um estudo que avaliou vérios sitios CpGs dentro da ilha CpG no promotor
do NR3C1, observou maiores niveis de metilagcdo do DNA no sitio CpG 12 e CpG
20 em pacientes com depressao, ambas regifes de sobreposicao do sitio de
ligacdo a NGFI-A. A média de metilagdo do DNA de todos os CpGs analisados
também foi superior e significativa em relagdo ao controle (BAKUSIC et al.,
2020). Outro estudo avaliou os CpGs 40-47 da ilha CpG na regido promotora do
gene e observou um aumento dos niveis de metilacdo do DNA nos CpGs 40, 42
e 46, e na média dos sitios CpGs 40-47 nos individuos com MDD (BORCOI et
al., 2020). Em comparagdo com 0s nossos resultados, na qual encontramos
relacéo da metilacdo do DNA com depresséo no CpG 36 do promotor alternativo
do NR3C1, Bakusic et al. (2020) ndo encontraram associacao significativa nesse
sitio CpG especifico. Semelhante aos nossos achados, Roy et al (2017) e Farrell
et al. (2018) reportaram o aumento dos niveis de metilagdo em individuos com
depressao nos sitios CpGs 35-37 e CpGs 36-39, respectivamente. Além disso,
Roy et al. (2017) associaram o aumento de metilacdo do DNA a menor
expressdo génica, demonstrando a importancia funcional destes sitios na
regulacdo de NR3CL1. Poucos estudos relataram menores niveis de metilacdo do
DNA no gene NR3C1 associados a MDD (BUSTAMANTE et al., 2016; NA et al.,
2014).

A maioria dos estudos de metilacdo do DNA no NR3C1 foca neste gene
como um mediador no efeito da exposi¢ao a trauma na infancia (MURGATROYD
et al., 2015; OBERLANDER et al., 2008; PALMA-GUDIEL et al., 2015; TYRKA,;
RIDOUT; PARADE, 2016). Um dos objetivos principais do nosso estudo foi
avaliar o efeito da MDD, DPP e depressao durante a gravidez na metilacdo do
DNA em crian¢as. Nossos resultados mostraram uma média de metilacdo do
DNA mais elevada em criangas com depressao e outros transtornos psiquiatricos

(transtorno de ansiedade e TDAH) e que convivem com a depressao materna.



35

Bustamante et al. (2016) encontraram um aumento na metilacdo do DNA dos
sitios CpGs 35-38 na exposi¢cdo a maus-tratos na infancia, mas uma diminuicao
significativa na média de metilacdo do DNA nos sitios CpGs 39-47 em pacientes
com depressao. Maiores porcentagens de metilacdo do DNA em criancas
expostas ao trauma e adolescentes com depressdo corroboram na mesma
regido-alvo dos nossos resultados (BUSTAMANTE et al, 2016;
EFSTATHOPOULOS et al., 2018).

Murgatroyd et al. (2015) relataram que a exposicdo a depressédo pré- e
pés natal esta associada a um aumento de metilagdo do DNA no promotor 1F do
NR3C1 em bebés, mas que essa alteracdo epigenética pode ser reversivel pelo
cuidado materno apos as primeiras semanas de vida. Da mesma forma, foi
relatado que a exposicdo a MDD materna estd associada ao aumento de
metilacdo do DNA no NR3C1 no sitio de ligacdo de NGFI-A e ao aumento dos
niveis de cortisol nos primeiros meses de vida (OBERLANDER et al., 2008).
Dessa forma, pode-se observar que a maioria dos estudos associam maiores
niveis de metilacdo do DNA no sitio de ligacdo do fator de transcricdo NGFI-A
ou proximo a ela. Sugere-se que essa regido possa ser um possivel alvo
regulatério da etiologia da depresséao.

Outro objetivo do presente estudo foi investigar a correlacdo da metilacéo
do DNA nessas regifes associadas a resposta ao estresse em pares de mae-
filho. Nosso estudo € o primeiro que avalia a correlacédo dos introns 2, 5 e 7 do
FKBP5 neste contexto de maes e filhos com depresséo e seu possivel efeito
intergeracional em amostras de epitélio bucal. Nossos resultados demonstram
uma correlacdo significativa na metilacdo do DNA do NR3C1 no grupo de risco
G1A, entre maes e filhos com MDD. Além disso, foi visto uma correlacdo na
metilacdo do DNA entre mée e filho no intron 7 do gene FKBP5 apenas no grupo
de risco G1B, na qual as criancas convivem com a MDD materna mas néo
apresentam MDD. Esses dados sugerem que fatores de estresse, como 0s
transtornos afetivos materno (MDD, depressédo durante a gravidez, DPP) podem
estar associados ao surgimento de alteracdes epigenéticas no gene NR3C1 que
podem ser passadas para as proximas geracdes. Poucos estudos até o
momento relataram correlacdo da metilacdo do DNA no gene FKBP5 e NR3C1
em pares méae-filho (ASWEGEN et al., 2021; BIERER et al., 2020; BOWERS;
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YEHUDA, 2015; RAMO-FERNANDEZ et al., 2019; YEHUDA R, DASKALAKIS
NP, LEHRNER A, 2014).

Nossos resultados ndo encontraram correlagdo na metilagdo do DNA
entre mée e filho com MDD no intron 7 do gene FKBP5, no entanto houve
correlacdo no grupo de criangas sem MDD, mas expostas a MDD materna.
Semelhante aos nossos achados na regido do intron 7, Yehuda et al. (2014;
2015) observaram o efeito intergeracional do gene na regiao proxima ao GRE do
intron 7 no FKBP5 em filhos de sobreviventes do Holocausto. Esses relatos
sugerem que a exposicao a fatores relacionados a trauma por parte dos pais,
pode refletir na metilacdo do DNA na préxima geracéo. Além disso, Yehuda et
al. (2014, 2015) também reportaram uma interac&o significativa na metilagdo do
DNA no promotor 1F do NR3C1 em relag&o ao estresse pos-traumatico paterno.
Ramo-Fernandez et al. (2019) ndo observaram efeito intergeracional na
metilagcdo do DNA nos genes FKBP5 e NR3C1 em amostras de sangue periférico
e do corddo umbilical de mées que sofreram maus tratos na infancia e filhos
recém nascidos, respectivamente. Além disso, 0s niveis de metilagdo do DNA
nao foram correlacionados a expressao génica desses individuos. Este € o
primeiro estudo que fornece evidéncias de correlacdo da metilacdo do DNA no
gene NR3C1l em pares mae-flho com MDD, sugerindo um possivel efeito
intergeracional nesta regido.

Embora 50% das maes do grupo de risco do presente estudo tenham
histérico de MDD durante a gravidez, ndo é possivel afirmar ao certo que ha um
efeito intergeracional na metilacdo do DNA pois a idade média das criancas
participantes foi de 6 a 9 anos. Apesar de estudos anteriores abordarem o efeito
intergeracional mesmo na prole adulta e crianca com idade média de 8 a 16 anos
(ASWEGEN et al., 2021; BOWERS; YEHUDA, 2015), a metilacdo do DNA pode
variar de acordo com as exposi¢cdes ambientais ao longo dos anos de vida. No
entanto, nossos achados corroboram com a hipétese DoHaD, na qual os
primeiros anos de vida sdo cruciais na manutencao e regulacdo epigenética na
vida adulta (BIANCO-MIOTTO et al., 2017). Dessa forma, a exposicado a doencas
materno-afetivas como MDD, MDD durante a gravidez e DPP sdo considerados
fatores de estresse no inicio da vida que podem desencadear transtornos

psiquiatricos futuros.
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Outro ponto a ser destacado no presente estudo foi o perfil de metilagao
do DNA no gene NR3C1 entre mées e filhos. Apesar de nao significativo, nos
grupos de risco observamos que o perfil de metilagdo do DNA nas criangas
apresenta niveis mais altos em relacao as maes, em torno de 10% de diferenca.
Em contrapartida, no grupo controle a crianca apresentou menores niveis de
metilacdo do DNA em relagdo as maes. Variacdes na metilacdo do DNA do gene
NR3CL1 tém sido relatadas tanto na exposi¢ao pré quanto pos natal (CHEN et al.,
2017; GALBALLY et al., 2020; KUNDAKOVIC; JARIC, 2017). A infancia é um
dos periodos de maior vulnerabilidade a modificacdes epigenéticas (JIANG et
al., 2019; NEMODA,; SZYF, 2017). Dessa forma, essa tendéncia a maiores niveis
de metilacdo do DNA nas criangas expostas a MDD materna em relacao a méae,
pode ser explicada pelo periodo de vida mais propicio a sofrer alteracbes
epigenéticas, na qual a exposi¢do a fatores de risco nos primeiros anos de vida
possa estar ligada a maiores niveis de metilacdo do DNA no NR3C1.

No contexto mae e filho, essa alteracdo parece ser geracéo especifico,
visto que alteragbes na metilacdo do DNA nos introns 2 e 5 do FKBP5 foram
observadas apenas nas maes com MDD, e nos filhos expostos a MDD materna
foi observado alteracdo na metilacdo do DNA no gene NR3C1. No entanto,
alteracoes de metilacdo do DNA no contexto materno infantil precisa ser melhor
elucidado, considerando a regulacédo em feedback negativo dos genes FKBP5 e
NR3C1 (ARNETT et al., 2016).

O presente estudo apresenta algumas limitacdes a serem consideradas.
Uma delas € o tipo de tecido utilizado para analise de metilacdo do DNA,
derivadas do epitélio bucal. Devido a impossibilidade de se avaliar a metilacédo
do DNA diretamente de amostras post mortem de cérebros humanos, tecidos
periféricos como sangue e epitélio bucal sdo predominantes nessa avaliacdo
(BINDER, 2009; BOWERS; YEHUDA, 2015; KLENGEL et al., 2013; TYRKA;
RIDOUT; PARADE, 2016). Em adicéo, células de epitélio bucal e do cérebro sao
derivadas da mesma origem embrionaria (ectodérmica) durante o
desenvolvimento, o que sugere que células epiteliais sdo consideradas mais
compativeis com os padrdes de metilacdo do DNA no cérebro do que em sangue
periférico (LOWE et al., 2013; SMITH et al., 2015).

Além disso, embora os individuos avaliados no presente estudo sejam um

grupo raro, considerando todo o levantamento clinico e o contexto de diagnostico
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psiquiatrico, o numero amostral do estudo é pequeno. Outro ponto que deve ser
destacado, é que nosso estudo avaliou a metilagdo do DNA de apenas um sitio
CpG para cada regido, porém estas regides analisadas estdo localizadas em
regides regulatérias importantes dos genes supracitados, e podem contribuir
com o0s novos achados na literatura cientifica a respeito da MDD infantil. O
conhecimento sobre como e quais genes estdo envolvidos na etiologia de
transtornos psiquiatricos é contraditorio na literatura. Estudos de associagdo de
genes no contexto de transtornos psiquiatricos costumam ser complexos e
discordantes devido a heterogeneidade clinica dos individuos (HOEHE;
MORRIS-ROSENDAHL, 2018; SULLIVAN, P.F; GESCHWIND, 2019).

Estudo anterior do nosso grupo de estudo relatou um padrao diferencial
de metilacdo do DNA do gene SLC6A4 nesse mesmo grupo amostral. Nos
binbmios mae-filho com MDD foi observado um perfil de menores niveis de
metilacdo do DNA em relacdo ao grupo sem MDD (MENDONCA et al., 2019).
Essas alteracbes somadas aos resultados encontrados no presente estudo, na
gual demonstra um perfil de ganho de metilacdo do DNA em bindmios mae-filho
com MDD, sugere que a exposicdo a fatores de estresse, principalmente no
inicio da vida, gera um padrao alterado de metilacdo do DNA num contexto
multilocus. Dessa forma, esses resultados devem se somar a novos estudos que
visem outros genes envolvidos na resposta ao estresse e na fisiologia da MDD.

Pode-se perceber que ha contradicbes na associacdo da depressédo e o
padrao de metilacdo do DNA nesses genes. Sabe-se que a desregulacéo do eixo
HPA tanto a hiper regulacdo quanto a deficiéncia na producédo de GC podem
gerar prejuizos a saude humana em diferentes aspectos (JURUENA et al., 2018;
SILVA et al.,, 2021). Tanto a hipo quanto a hipermetilacdo de genes que
participam da resposta ao estresse estdo associados a ma adaptacdo e
alteracdo do feedback negativo, contribuindo para o desenvolvimento de
doencas (ARNETT et al.,, 2016; LEE, K. Y. et al.,, 2014). Os resultados do
presente estudo sugerem que a alteracdo de metilacdo do DNA em regibes
regulatérias do FKBP5, associados a locais de ligacdo de GC e a metilacdo do
DNA no NR3C1 representam um possivel alvo de estudos para a melhor
compreensao da etiologia e avancos para o progndéstico e tratamento futuro da

depressao.
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6. CONCLUSAO

Foi observado que a metilacdo do DNA do gene NR3C1 esta relacionado
a um perfil de ganho de metilagdo do DNA em criangas com MDD e criangas
expostas a MDD materna em comparagdo com controles sem exposicao ao
mesmo. A correlacdo da metilacdo do DNA no promotor do NR3C1 em pares
mae-filho com depressao indica um possivel efeito intergeracional da exposicéo
da MDD materna na prole. Em adicéo, foi relatado uma tendéncia a aumento dos
niveis de metilacgdo do DNA no NR3C1 nas criancas quando comparado as
respectivas maes (dentro dos grupos G1A e G1B), sugerindo uma possivel
assinatura molecular associadas as alteracdes epigenéticas na MDD em
criancas expostas a MDD materna.

Em relacdo as regides intronicas do gene FKBPS5, foi observado uma
diminuicdo na metilagdo do DNA no intron 7 em criangas expostas a MDD
materna durante a gravidez e uma correlacdo da metilacdo do DNA entre mées
e filhos expostos a MDD materna. Nos introns 2 e 5 ndo foi observado
nenhum efeito na metilacdo do DNA em relacdo a exposicdo a MDD materna.
No entanto, alteracdes de metilacdo do DNA entre grupos de risco e controle,
demonstraram um padréo gene e geracao especificos.

Em suma, comparando os resultados prévios do nosso grupo de pesquisa
aos resultados do presente estudo, pode-se concluir que ha alteracdes na
metilacdo do DNA nos genes FKBP5 e NR3C1 subjacentes a etiologia da MDD
no contexto materno-infantil. Essa combinacdo de alteracbes no padrédo de
metilacdo do DNA em um contexto multilocus (nos genes NR3C1/SLC6A4 nos
filhos; no gene FKBP5 nas maes) poderia estar associada a ocorréncia de

depressdo em expostas a MDD materna.
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8. ANEXO 1

Documento de Aprovac&o do Projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Uberaba-MG

' UNIUBE Comité de Etica em Pesquisa

Educ a0 ¢ Reipomabililack Social

CEP-098/06 Uberaba, 22 de junho de 2006

IIm?. Professora
Ana Vilela Mendes Fontoura

Assunto: Encaminha parecer 0041/06-CEP-UNIUBE sobre o protocolo de Cuidados primarios a
Salde: Depressao materna e aspectos comportamentais de criangas em idade escolar” — CAAE
n° 0039.0.227.000-06.

Prezada Professora

Em resposta a sua solicitagao, informo que o protocolo acima referido foi submetido a avaliagédo
do CEP-UNIUBE na reuniao de 13/06/06, tendo sido tendo sido aprovado.

Na oportunidade gostaria de lembra-la sobre o disposto no item VII.13, letra d da
Resolugao 196/96, relativo a necessidade de enviar a este Comité, um relatério anual

para o acompanhamento do desenvolvimento do projeto.

Atenciosamente,

L
. Jodo Eduardo Caixeta Ribeiro .
Ggbrdenador do CEP-UNIUBE
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: DE ETICAY
Campus Aeroporta — Av. Nené Sabino, 1801, Bloco R — B. Universiténo - 38055-500 — Uberaba, MG - Fone. (34) 3319-8830 - Fax (34) 3314-8910 OF ETIC
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