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RESUMO

A fisiopatologia da depressao ainda permanece nao totalmente compreendida. E
apesar das contribuicdes da hipotese monoaminérgica para a compreensao de parte
dos aspectos neurobioldgicos desse transtorno, surgiram estudos com o objetivo de
investigar o papel da neuroinflamacéo, dos polimorfismos em genes que influenciam a
atividade inflamatéria e as funcbes dos receptores monoaminérgicos no
desenvolvimento do transtorno depressivo maior (TDM). Contudo, sdo poucas as
pesquisas que analisaram o papel de vias inflamatérias upstream (como o papel dos
genes NFKB1 e PAR1, capazes de influenciar a transcricdo génica de citocinas pro-
inflamatorias) e do polimorfismo do gene codificante do receptor alfa 2 adrenérgico
(gene ADRAZ2B) em individuos com o diagnostico de depressao. Portanto, o objetivo
deste estudo foi analisar o papel dos polimorfismos do tipo INDEL dos genes NFKB1
(rs28362491), PAR1 (rs11267092) e ADRA2B (rs34667759) no desenvolvimento do
transtorno depressivo maior. Doze pacientes com diagnéstico de TDM e 145 controles
saudaveis tiveram amostras de sangue coletadas e os polimorfismos dos 3 genes foram
genotipados por uma unica reagdo multiplex. Os produtos do PCR multiplex foram
separados por eletroforese capilar e os dados analisadas no software GeneMapper 3.7
(Applied Biosystems). Esta pesquisa encontrou uma associacdo estatisticamente
significante entre a variavel depressao e os portadores do genétipo Del/Del do gene
ADRAZ2B (p = 0,002): esses individuos apresentaram uma chance 6,41 vezes maior de
desenvolver depressdo quando comparados aos portadores dos genoétipos Dell/lns e
Ins/Ins. Nao houve significancia estatistica entre os polimorfismos INDEL dos genes
NFKB1 e PARL1 e o fenotipo depressivo. Nossos resultados sugerem que o marcador
INDEL do gene ADRAZ2B (rs34667759), especificamente o alelo delecdo, seja um

possivel biomarcador genético de vulnerabilidade para o desenvolvimento do TDM.

Palavras-Chave: Depressao, Polimorfismos Génicos, Genes ADRA2B, PAR-1 e

NFKB1, Neuroinflamacao.



INDEL POLYMORPHISMS: THE ROLE OF GENETIC VULNERABILITY IN THE
DEVELOPMENT OF NEUROINFLAMMATION AND PATHOPHYSIOLOGY OF
MAJOR DEPRESSIVE DISORDER

ABSTRACT

The pathophysiology of depression still remains not fully understood. And despite the
contributions of the monoaminergic hypothesis to the understanding of neurobiological
aspects of this disorder, studies have been carried out to investigate the role of
neuroinflammation, polymorphisms in genes that influence inflammatory activity and
monoaminergic receptor functions in the development of major depressive disorder
(MDD). However, few studies have analyzed the role of upstream inflammatory
pathways (such as the role of NFKB1 and PAR1 genes, which are capable of influencing
transcription of proinflammatory cytokines) and of the alpha 2 adrenergic receptor
encoding gene's polymorphism (ADRA2B gene) in individuals diagnosed with
depression. Therefore, the objective of this study was to analyze the role of the INDEL
type polymorphisms of NFKB1 (rs28362491), PAR1 (rs11267092) e ADRAZ2B
(rs34667759) genes in the development of major depressive disorder. Twelve patients
diagnosed with MDD and 145 healthy controls had blood samples collected and the
INDEL polymorphisms of these 3 genes were genotyped by a single multiplex reaction.
The multiplex PCR products were separated by capillary electrophoresis and the data
analyzed in GeneMapper 3.7 software (Applied Biosystems). This research found a
statistically significant association between depression and Del/Del genotype of the
ADRAZ2B gene (p = 0.002): these individuals presented a 6.41 times greater chance of
developing depression when compared to Del/lns and Ins/Ins genotypes. There was no
statistical significance between the INDEL polymorphisms of NFKB1 and PAR1 genes
and depressive phenotype. Our results suggest that the INDEL marker of the ADRA2B
gene (rs34667759), specifically the deletion allele, is a possible genetic biomarker of

vulnerability for the development of MDD.

Keywords: Depression, Gene Polymorphisms, ADRA2B, PAR-1 and NFKB1 genes,

Neuroinflammation.
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1. INTRODUCAO

1.1 - TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR: UM GRAVE PROBLEMA DE SAUDE
PUBLICA

O transtorno depressivo maior (TDM) é um grave problema de salde publica,
pois € uma entidade nosolégica de curso crénico e recorrente, que se manifesta
principalmente em adultos jovens e que esta associada a significativa morbimortalidade.
E o mais frequente entre os transtornos psiquiatricos, afetando mais de 300 milhées de
pessoas, com uma prevaléncia de 17% ao longo da vida, sendo considerado
atualmente pela Organizacdo Mundial de Saude como a principal causa de
incapacidade no mundo, um indicador medido através dos anos vividos com
incapacidade (YLD — years lived with disability). Até 2030 devera ser a causa principal
de carga global de doenca (6,2%), um indice calculado através dos anos de vida
ajustados para a incapacidade (DALY — disability-adjusted life year) e que representa a
soma dos anos de vida perdidos por morte prematura (YLL — years of life lost) com os
anos vividos com incapacidade - YLD (WHO, 2017).

Segundo dados da mesma fonte (WHO, 2017), em 2004 o TDM jé figurava como
a terceira maior causa de carga global de doenca (4,3%), ficando a frente das duas
principais causas globais de mortalidade, as doencas isquémicas do coracdo e as
doencas cerebrovasculares, que ocupavam o0 quarto e sexto lugar, respectivamente.
Uma reviséo sistematica publicada recente no The Lancet (MOKDAD et al., 2016), que
levou em consideragcdo pesquisas realizadas em 188 paises, coloca a depressdao como
a segunda maior causa de incapacidade em 2013, perdendo apenas para a dorsalgia.
Portanto, o TDM tem um efeito negativo significativo sobre o trabalho, interacées sociais
e qualidade de vida, além de causar um custo elevado para a sociedade, tanto em dias
perdidos de trabalho, quanto em custo direto aos sistemas de saude (WHO, 2017).

No Brasil, conforme dados do Institute for Health Metrics and Evaluation
(MOKDAD et al., 2016), o TDM aparece em 2013 como a sexta maior causa de carga

de doenca, com uma taxa de aumento superior a 20% em relacdo a década de 90, e a
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segunda causa mais comum de incapacidade, ficando atrds apenas da dorsalgia e
cervicalgia.

Silva et al. (2014) selecionaram 27 estudos que avaliaram a prevaléncia de
depressdo em adultos no Brasil, os quais utilizaram como ferramenta de rastreamento
11 diferentes escalas para avaliacdo de sintomas depressivos e incluiram um total de
464.734 individuos. Esta metanalise concluiu que a prevaléncia de sintomas
depressivos na populacdo adulta brasileira é de 14%, de transtorno depressivo maior
ao longo da vida de 17% e de 8% ao longo de um ano, com taxas maiores em mulheres
do que em homens, resultados semelhantes ao cenario epidemiolégico mundial.

Dos 27 estudos incluidos nessa metanalise, 6 avaliaram a prevaléncia de TDM
em todo o territério nacional, 9 na regido Sudeste, 8 na regido Sul, 2 na regido
Nordeste e 1 na regido Centro-Oeste. A regido Norte nao foi incluida devido a caréncia
de estudos de prevaléncia locais sobre depressao com um bom desenho metodolégico,
0 que aponta para a necessidade de estudos sobre essa morbidade na populagéo
dessa regido do pais.

Apesar de todo esse grande destaque no cendrio mundial e de seu grande peso
como problema de saude publica, sua etiopatogénese permanece ndo totalmente
compreendida e carece ainda de diagnostico e tratamento adequados. Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (2017), até 50% dos pacientes com depressdo nao tém
acesso ao tratamento, ou por falta de informacdo ou por caréncia de profissionais
treinados. Por exemplo, em paises como a Etidpia existem apenas 26 psiquiatras para
uma populacéo de cerca de 80 milhdes de pessoas (WHO, 2017).

Essa condicdo médica inclui sintomas como humor deprimido, anedonia,
alteracbes psicomotoras, do apetite, distirbios do sono, fadiga, diminuicdo da
concentracdo, sentimentos de menos-valia, de culpa e pensamentos relacionados a
morte (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Existem algumas
classificacbes-padrao que podem ser utilizadas para embasar o diagnoéstico categorial
do TDM: incluem o Manual de Estatistica e Diagndstico (DSM 5), na quinta edigéo, da
Associacdo Psiquiatrica Americana e a Classificacdo Internacional de Doencgas (CID-
10), na décima edicdo. O DSM |V foi atualizado para a 5° edicdo em 2013, mas os

principais critérios diagnosticos e a exigéncia de duracao dos sintomas de pelo menos 2
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semanas para TDM permaneceram inalterados. Para o diagnéstico, alteracbes em
quatro principais dominios devem estar normalmente presentes: alteragdes de humor,
psicomotoras, cognitivas e neurovegetativas (Figura 1) (AMERICAN PSYCHIATRIC
ASSOCIATION, 2014).

Transtorno Depressivo
Maior

psicomotora

humor
deprimido  anedonia

concentragio

culpa

ideagdo apetite/
Suicida peso

5 ou mais dos sintomas acima por 2 semanas ou
mais, sendo no minimo 1 dos sintomas: humor
deprimido ou anedonia.

Figura 1: Critérios diagnésticos do transtorno depressivo maior segundo o DSM 5
(adaptado de Stahl, 2014).

A idade de inicio dos sintomas costuma ser entre 20 e 30 anos, com uma
prevaléncia 2 a 3 vezes maior em mulheres (WHO, 2017). O risco de recorréncia é de
cerca de 50% para quem teve um episodio, aumenta para 75% para quem teve dois
episodios e para 90% para quem teve trés ou mais episodios depressivos. Cerca de
80% dos pacientes que receberam tratamento para um episodio depressivo terdo um
segundo episédio ao longo de suas vidas, sendo quatro a média de episodios ao longo
da vida (ANDERSON et al., 2000). Os fatores genéticos contribuem em cerca de 30% a
40% para a etiologia do TDM, com o aumento da incidéncia em 2 a 3 vezes naqueles
gue apresentam historico familiar (WILDE et al., 2014).

O tratamento atual para o TDM envolve uma combinagdo de psicoterapia,
medicacdo antidepressiva e mudancas no estilo de vida. O tratamento farmacolégico de
primeira linha sédo os inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina (ISRS) pela

melhor tolerabilidade de possiveis efeitos colaterais, podendo ser acompanhado de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4498101/#B168
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terapia cognitivo-comportamental ou psicodindmica. Outras alternativas incluem a
substituicdo dos ISRSs pelos inibidores de recaptacdo de noradrenalina e serotonina
(IRSNs), tais como venlafaxina e duloxetina, ou a associacdo dos inibidores de
recaptacdo de norepinefrina e dopamina (IRNDs), como a bupropiona, aos ISRSs ou
aos IRSNs. Os antidepressivos triciclicos e inibidores de monoaminoxidase (IMAOS)
ainda tém um lugar em pacientes que nao respondem aos tratamentos mais bem
tolerados (casos refratarios e de depressdo atipica), ndo sendo considerados
tratamentos de primeira linha devido aos seus perfis de efeitos colaterais (FORLENZA e
MIGUEL, 2012).

1.2 - PSICOPATOLOGIA, NEUROCIENCIAS E MONOAMINAS

Apesar de décadas de intensa pesquisa cientifica, a etiopatogenia da depressao
ainda ndo é completamente conhecida. Supfe-se uma origem multifatorial. Fatores
biologicos, psicolégicos e sociais parecem afetar de forma conjunta a homeostase do
sistema nervoso central (SNC). Caracteristicas fisiopatoldgicas consideradas incluem
além da deplecdo de monoaminas, a exposicao cronica a niveis elevados de citocinas
inflamatorias, a resisténcia aumentada dos receptores de glicocorticoides, excesso de
atividade glutamatérgica, elevacdo dos niveis séricos de cortisol e hiperativacdo do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (MULLER et al., 2006; FELGER e LOTRICH, 2013).
Entretanto a hip6tese monoaminérgica, que atribui a depressédo a escassez de aminas
biogénicas na fenda sinaptica (como noradrenalina, serotonina e dopamina), continua
sendo essencial para a compreensao de sua fisiopatologia, uma vez que 0 mecanismo
de acdo mais conhecido das drogas antidepressivas consiste na inibicdo da recaptacao
desses neurotransmissores na fenda sinaptica (DALE et al., 2015).

Por exemplo, postula-se que o humor deprimido esteja associado a atividade
disfuncional da amigdala e do cortex pré-frontal ventromedial, ambos inervados por
projecbes serotoninérgicas, dopaminérgicas e noradrenérgicas de nucleos do tronco
encefalico (nucleos da rafe, substancia negra e locus ceruleus/sistema tegmentar
lateral, respectivamente). O processamento disfuncional de informagdes em regides

encefalicas que recebem projecdes serotoninérgicas associa-se hipoteticamente a um
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conjunto diferente de sintomas na depressdo, como: distlirbios do sono, por um
processamento ineficiente das informacg6es no hipotalamo, no talamo, no prosencéfalo
basal e difusamente no cortex pré-frontal; alteracdes do peso e/ou apetite, relacionadas
com o controle serotoninérgico do hipotalamo; ideacdo suicida, relacionada a um
processamento disfuncional em regibes como amigdala, cértices pré-frontal
ventromedial e orbital frontal; e sentimentos de culpa ou menos valia, associados a um
processamento ineficiente de informacdes também no cortex pré-frontal ventromedial e
amigdala (STAHL, 2014).

A dopamina € um neurotransmissor que esti associado aos sintomas
neuropsicomotores do transtorno depressivo maior, como a fadiga, avolicdo e
lentificacdo motora, principalmente a fadiga, que é um sintoma residual frequente
mesmo apOs a terapia com antidepressivos inibidores da receptacdo da serotonina
(ISRSs) (CAPURON et al.,, 2009). A hipotese dopaminérgica para a depressédo é
reforcada por evidéncias de que a fadiga € um sintoma proeminente na depressao
induzida por citocinas e de que ha alterac6es na atividade dos nucleos da base tanto de
pacientes com um episodio depressivo idiopatico quanto naqueles com depressao
induzida por interferon (CAPURON et al., 2012).

A dopamina é um neurotransmissor derivado do metabolismo da tirosina e que,
tal como a serotonina e a noradrenalina, necessita da atividade da tetraidrobiopterina
(BH4) como cofator para sua sintese. Espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
geradas a partir da atividade de citocinas inflamatorias sdo capazes de oxidar esse
composto e, portanto, diminuir a sintese de dopamina (FELGER e LOTRICH, 2013).
Também existem evidéncias que apontam para uma correlagdo negativa entre a
concentracdo de citocinas inflamatorias e a expressdo e atividade do transportador
vesicular de monoamina 2 (VMAT 2), cuja fungdo é empacotar as monoaminas em
vesiculas para sua posterior liberacdo na fenda sinaptica. A diminuicdo da atividade do
VMAT 2, seguida do aumento da dopamina no citosol pode levar a auto-oxidacdo da
dopamina e formacgdo de radicais livres de oxigénio. Portanto, a diminuicdo da
expressdo ou da funcdo do VMAT 2 por citocinas inflamatérias pode ndo somente

afetar a quantidade de dopamina liberada na fenda sinaptica, mas também contribuir
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para a formacédo de radicais livres de oxigénio e diminuir a viabilidade de BHA4,
necesséria para a sintese desse neurotransmissor (GUILLOT e MILLER, 2009).

A noradrenalina também € alvo da terapia antidepressiva ha décadas através da
acdo dos antidepressivos triciclicos, como a nortriptilina, ou dos mais recentes
inibidores duais da recaptacao de serotonina e noradrenalina, como a venlafaxina e
duloxetina. Existem evidéncias consistentes de que a noradrenalina diminui a atividade
inflamatoria no sistema nervoso central por meio da supressdo da expressao de genes
envolvidos na inflamacao através do aumento da expressdo das proteinas IKB alfa e
beta (FEINSTEIN et al., 2016), que mantém em estado inativo no citoplasma o fator de
transcricdo NFKB, um complexo proteico que regula a expressdo de varios genes,
dentre os quais, os de citocinas pro-inflamatorias (ALBERTS, 2017). Portanto, a
deplecdo de noradrenalina na fenda sinaptica de pacientes com depressdo, aumentaria
a atividade neuroinflamatéria (FEINSTEIN et al., 2016), que por sua vez levaria a mais
deplecdo de monoaminas, dentre elas a noradrenalina (FELGER e LOTRICH, 2013),
cuja diminuicdo da biodisponibilidade levaria ao incremento do processo
neuroinflamatorio, criando-se assim uma alca de retroalimentacdo positiva que
perpetuaria este processo.

Apesar de a literatura destacar que muitos dos sinais e sintomas depressivos
seriam consequéncias da hipoatividade noradrenérgica em circuitos do cortex pré-
frontal ventromedial, hipotalamo, talamo, prosencéfalo basal, cortex pré-frontal
dorsolateral, e cerebelo, postula-se que o papel da atividade noradrenérgica no
desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos obedeca a uma curva em forma de
sino, na qual o déficit de atividade estaria associado ao comprometimento do
funcionamento do sistema nervoso central e conduziria a neuroinflamc¢éo e a sintomas
depressivos, enquanto que, 0 excesso de atividade seria capaz de causar
neurotoxicidade e neurodegeneracdo (ATZORI et al., 2016). Alguns estudos, entéo,
propuseram-se a investigar de que forma a hiperatividade e ndo a hipoatividade
noradrenérgica contribuiria para o desenvolvimento de transtornos mentais (WILKER et
al., 2014).

Sabe-se que 0s neurdnios dos nucleos noradrenérgicos no tegmento lateral do

tronco encefalico projetam-se para a amigdala, que é uma estrutura fundamental na
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formacao de memorias com conteddo emocional, cujo conceito relaciona-se a utilizacédo
da memodria para avaliar uma situagdo ou objeto e assim permitir ao organismo reagir
de forma adaptativa (KANDEL, 2014).

Evidéncias na literatura sugerem gque a memoria emocional desempenha um
papel importante na fisiopatologia de alguns transtornos mentais, como o TDM (TODD
et al., 2011), pois a noradrenalina modula a atividade da amigdala para aumentar a
consolidacdo da memadria emocional em individuos submetidos ao estresse agudo
(COUSIJIN et al.,, 2010; LI et al., 2015), um fator fortemente associado ao curso e
desenvolvimento da depressdo (SLAVICH et al.,, 2014). Por exemplo, individuos
portadores de uma variacdo génica no gene ADRA2B e que leva a perda de 3 residuos
de acido glutamico (residuos 301-303) na terceira alca intracelular do autorreceptor alfa
2 adrenérgico perdem a capacidade de cessar a liberacdo adicional de noradrenalina
(SMALL et al., 2001) e, por consequéncia, sdo mais fortemente afetados por eventos
estressantes de vida por apresentarem maior atividade fasica da amigdala diante de
eventos negativos (COUSIIN et al.,, 2010; URNER et al.,, 2011). Esse grupo de
receptores esta localizado pré-sinapticamente no neurbnio noradrenérgico e €
responsavel pela regulacdo de uma alca de retroalimentacdo negativa que modula a
liberag&o de noradrenalina pelo terminal axonal (KANDEL, 2014).

Apesar de todo o exposto, existe uma fragilidade da hipétese monoaminérgica
para explicar a fisiopatologia da depressao e que surge a partir da observacéo de que a
acao inibitéria dos antidepressivos sobre a recaptacdo de monoaminas ja acontece
apos a administracdo da primeira dose da medicacédo, entretanto, na pratica séo
necessarios de 10 a 14 dias para observar-se uma reducéo dos sintomas do TDM. Para
tentar explicar essa laténcia de tempo de resposta aos antidepressivos, diversas
hipoteses sdo levantadas, como o papel da neuroinflamacdo e de polimorfismos
génicos que influenciem a atividade inflamatéria e as fungbes monoaminérgicas e de

seus receptores na circuitaria encefalica (KANDEL, 2014).
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1.3 - AHIPOTESE DA NEUROINFLAMACAO (CYTOKINE HIPOTHESIS)

A éarea de pesquisa que recentemente vem destacando-se na compreensao
neurobiolégica da depressdo € o estudo de mecanismos neuroinflamatérios envolvidos
na sua fisiopatologia. E possivel que existam tipos distintos de endofenotipos
depressivos e que pacientes com niveis de citocinas inflamatérias elevados constituam
um subtipo diagnostico categorial. Por exemplo, Rudolf et al. (2014) encontraram niveis
significativamente elevados de IL-6 em pacientes com depressao atipica quando
comparados aqueles com sintomas depressivos tipicos.

Porém, o papel desempenhado pelas citocinas no transtorno depressivo maior
ainda nao foi completamente compreendido. Parecem ter um efeito significante na
biossintese (producdo e degradacdo) da serotonina, na ativacdo do eixo hipotalamo-
hipéfise-adrenal e inducdo de insensibilidade aos glicocorticoides. A ativacdo do
processo de poda sinaptica e morte neuronal por apoptose € induzida pela liberagcédo de
TNF-alfa (fator de necrose tumoral alfa) e IL-1 beta (interleucina 1-beta), o que pode ser
prejudicial para a funcéo encefalica (PARK e BOWERS, 2010; PARADISE et al., 2012;
WEITZ e TOWN, 2012; STERTZ et al., 2013). As citocinas parecem também ativar a
microglia, que conduz a poda sindptica patologica, induzindo alteracdes estruturais e
funcionais no encéfalo e a alteragcbes de humor (PARK e BOWERS, 2010; KRAFT e
HARRY, 2011; EKDAHL, 2012; PARADISE et al.,, 2012; WEITZ e TOWN, 2012;
STERTZ et al., 2013).

Diversas evidéncias demonstram que a administracdo aguda ou cronica de
citocinas pro-inflamatorias podem causar sintomas neuropsiquiatricos semelhantes aos
encontrados em um episddio depressivo maior (CAPURON et al., 2009;
EISENBERGER et al., 2009). Concentracdes elevadas de citocinas pro-inflamatorias,
como a IL-6 (interleucina 6), IL-1beta e TNF-alfa estdo entre as alteracbes encontradas
em pacientes com TDM (HOWREN et al., 2009; DOWLATI et al., 2010), o que reforca a
ideia de que fatores imunoinflamatérios possam estar envolvidos na fisiopatologia da
depresséao (CAPURON et al., 2009; CAPURON et al., 2012; RAWDIN et al., 2013).

Estudos clinicos demonstram uma associagcao positiva entre esses marcadores e

sintomas depressivos como fadiga, disfuncéo cognitiva e distarbio do sono (DHABHAR
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et al., 2009). Por exemplo, pacientes com hepatite C que foram submetidos
cronicamente a terapia com IFN-alfa apresentaram niveis mais elevados de TNF-alfa e
foram considerados mais suscetiveis ao desenvolvimento de sintomas depressivos
(RAISON et al., 2010). Além disso, a administracdo de anticorpos anti-TNF-alfa, como
etanercept e inflixmab, a pacientes portadores de doencas cronicas autoimunes como
psoriase, doenca de Crohn e artrite reumatoide correlacionou-se com uma melhora do
fendtipo humor deprimido (PERSSONS et al., 2005; TYRING et al., 2006; UGUZ et al.,
2009).

Biesmans et al. (2016) demonstraram que a administracao de lipopolissacarideo
em camundongos pode gerar sintomas depressivos semelhantes aos observados em
seres humanos, como a anedonia. Entretanto, existem pesquisas do mesmo autor, em
modelos animais, que nao foram capazes de demonstrar o desenvolvimento de
comportamento tipo depressado (depressive-like behaviour) e distingui-lo de alteracdes
neurovegetativas (sickness behaviour) tipicas de processos inflamatérios, como
reducdo da locomocdo, da ingesta de fluido e perda de peso, desenvolvidas apos a
administracao intraperitoneal de TNF-alfa em camundongos (BIESMANS et al., 2015).

Uma revisédo sistematica de Catanneo et al. (2014) aponta o trauma na infancia
como fonte de estresse e de liberacao de glicocorticoides e citocinas pré-inflamatorias,
como IL-1 beta, TNF-alfa, INF-alfa, IL-6 e PCR (proteina C reativa), e 0 associa a
vulnerabilidade para o desenvolvimento de episédio depressivo durante a vida adulta
através de alteracbes epigenéticas (metilacdo, acetilacdo e micro-RNAs) que se
acumulam ao longo dos anos. Portanto, aponta o maior nivel sérico de citocinas pro-
inflamatorias desenvolvidas apds a exposicdo a um evento traumatico na infancia,
como um preditor para o desenvolvimento de TDM na idade adulta.

A depressdo esta associada, de forma consistente, a numerosas condi¢fes
médicas em que ha um processo inflamatério crénico vigente, como doenca
cardiovascular e aterosclergtica, diabetes mellitus, artrite reumatoide, doencga renal
crénica e neoplasias (DANTZER et al., 2008; BADESCU et al., 2016). A prevaléncia de
TDM em pacientes apos infarto agudo do miocardio (IAM) chega a cerca de 20%
(THOMBS et al., 2006) e niveis mais elevados de citocinas pro-inflamatorias no 3° e 5°

dia pos-1AM estiveram associados a maior risco de desenvolvimento de depressao, com
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especial papel desempenhado pela IL-17a (WILKOWSKA et al., 2015). Mitchel et al.
(2011) descreveram uma prevaléncia de 21% de episédio depressivo em pacientes
diagnosticados com cancer.

Diversas metanalises tém encontrado aumento da atividade inflamatoria em
pacientes com depressdo quando comparados a individuos controles saudaveis, como
a elevacao dos niveis de IL-6, IL-1 beta, TNF-alfa e de proteina C reativa (HOWREN et
al., 2009; DOWLATI et al., 2010; HILES et al., 2012; LIU et al., 2012; VALKANOVA et
al., 2013; HAAPAKOSKI et al., 2015). Dhabhar et al. (2009) demonstraram que além do
aumento da concentracdo sérica de citocinas proé-inflamatérias, como a IL-6, também
ocorre a diminuicdo de citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10, no curso de um
episodio depressivo, diferentemente do equilibrio que ocorre entre as atividades pro- e

anti-inflamatérias em individuos saudaveis.

1.3.1 - A hip6tese evolutiva: um dialogo com a hipotese neuroinflamatéria

A relacdo entre transtorno mental e inflamacdo foi primeiramente descrita em
1887 por Julius Wagner-Jauregg da Universidade de Vienna, Austria, o que lhe deu a
oportunidade de ser o primeiro psiquiatra a ganhar um prémio Nobel, em 1927 (RAJU,
1998). No entanto, esse papel da inflamacdo na etiopatogénese dos transtornos
neuropsiquiatricos foi esquecido com o advento dos antidepressivos triciclicos (ATCs),
dos inibidores da monoaminoxidase (IMAOs) e dos inibidores da recaptacdo de
serotonina (ISRSs) (LOPEZ - MUNOZ et al., 2009). E por mais de trés décadas, as
bases bioldgicas do transtorno depressivo foram explicadas por meio da hipotese
monoaminérgica da depresséo (STAHL, 2014).

A teoria monoaminérgica, porém, deixa sem resposta uma série de questdes,
tais como “quais as causas das alteracdbes monoaminérgicas?”, “como explicar uma
taxa de refratariedade de 30% ao tratamento com antidepressivos e uma taxa de
recaida de até 50% ap0s o primeiro episodio?”, “por que o efeito antidepressivo demora
mais de 14 dias para ser iniciado?” “e por que apenas um ter¢co dos casos apresenta
remissdo completa dos sinais e sintomas?” (STAHL, 2014). Os interesses pelo sistema

imunoinflamatério sé retornaram recentemente com o objetivo de encontrar novos alvos
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terapéuticos e biomarcadores de um episodio depressivo maior. Sendo assim, outras
teorias tém sido propostas, entre elas, aquelas que enfocam as participagdes do
sistema imune (HAAPAKOSKI et al., 2015) e seu papel do ponto de vista da evolucéo
(ANDERS et al., 2013; RAISON et al., 2013).

Segundo a hipotese imunoinflamatoéria (citokyne hypothesis), as citocinas
plasméticas podem ter acesso ao SNC e aumentar a producdo local de mediadores
inflamatorios, como a cicloxigenase-2 (COX-2), prostaglandinas E2 (PGEZ2), Oxido
nitrico (NO) e de outras citocinas pelas células endoteliais, macréfagos perivasculares e
micréglia. As citocinas pro-inflamatérias (TNF-alfa e IL- 1 beta) estdo associadas a
diminuicdo da ramificacdo dendritica, perda de sinapses e morte neuronal por apoptose
(PARK e BOWERS, 2010; KRAFT e HARRY, 2011; EKDAHL, 2012; PARADISE et al.,
2012; WEITZ e TOWN, 2012; STERTZ et al., 2013; DALE et al., 2015). A IL-1 beta
também é capaz de diminuir a expressao de BDNF (fator neurotréfico cerebral) e a
neurogénese hipocampal. Fatores ja sabidamente associados ao desenvolvimento de
sintomas depressivos (BANASR e DUMAN, 2011).

Do ponto de vista evolutivo, a inflamacao seria um processo vantajoso que foi
selecionado por séculos de exposi¢ao a processos inflamatérios de todo o tipo (ABBAS
et al.,, 2012). Por outro lado, as alteracdes neurovegetativas e do humor que
acompanham o processo inflamatdrio, em muitas circunstancias seriam desvantajosas
do ponto de vista evolutivo. Portanto, questiona-se qual seria a importancia desses
sintomas permanecerem ao longo de centenas de séculos de evolucdo, ja que
aumentam a taxa de morbidade, de carga global de doenca e de mortalidade, indireta
ou diretamente, como nos casos de morte por suicidio em pacientes deprimidos
(MYKLETUN et al.,, 2007; ANDERS et al., 2013), além de diminuirem a taxa de
fertilidade e, portanto, impactarem a reproducéo (TONDO et al., 2011; ANDERS et al.,
2013).

Quem primeiro descreveu uma razao evolutiva para a hipétese imunoinflamatéria
da depressao foi Hart (1988). Ele postulou que homens e animais seriam beneficiados
por alguns sintomas neurovegetativos, como letargia, diminuigéo do apetite, hipersonia,
diminuicdo do interesse em atividades, oscilacdo do humor e diminuicdo da atividade

sexual, por estas alteracdes permitirem o0 organismo conservar energia para 0 processo
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de cura e protecdo contra futuros ataques (HART, 1988). Esses sintomas
neurovegetativos (sickness behaviour) também seriam importantes para evitar a
interacdo dos sujeitos doentes com o restante da populacdo e assim prevenir a
propagacédo da infeccdo (infection-defense hypothesis) (ANDERS et al., 2013). No
entanto, em processos inflamatorios crénicos, esses sintomas sdo prejudiciais e
assemelham-se as de um episédio depressivo - depressive-like behaviour (RAISON et
al., 2013).

1.3.2 - Aviada quinurenina e a neuroinflamagéo

Estudos clinicos e modelos animais demonstram que a via da quinurenina pode
desempenhar um papel importante na génese de doencas neurodegenerativas e dos
transtornos mentais por relacionar-se a regulacdo do sistema monoaminérgico e
glutamatérgico e, portanto, contribuir para a fisiopatologia da depressao, esquizofrenia,
TDAH, deméncia na doenca de Alzheimer, doenca de Huntington, Parkinson, epilepsia,
esclerose multipla e do comprometimento cognitivo em vigéncia de infeccdo por HIV
(CAMPBELL et al., 2015). A regulacédo dessa via por mediadores inflamatorios tem sido
o foco de diversas pesquisas (CAMPBELL et al., 2015; JO et al., 2015).

Sob a estimulagdo de citocinas pré-inflamatérias, o aminoéacido triptofano,
precursor da serotonina e melatonina, sofre desvio do seu metabolismo em direcdo a
via da quinurenina, o que contribui para a deplecdo de serotonina no SNC, ou seja,
essa via é capaz de correlacionar a hipotese monoaminérgica da depressdo com a
hipétese neuroinflamatéria. A via da quinurenina, por sua vez, € divida em duas vias
metabdlicas, uma neurotdxica e outra neuroprotetora, que sao reguladas pelas enzimas
guinurenina-3-monoxigenase (KMO) e quinurenina aminotransferase (KAT),
respectivamente. A IDO (indoleamina 2,3-dioxigenase) é a primeira enzima da via
metabdlica da quinurenina e cujas enzimas estdo localizadas tanto em células
periféricas, como no figado e nos rins, quanto em células do SNC (FELGER e
LOTRICH, 2013; CAMPBELL et al., 2015; JO et al., 2015)

O metabolismo da quinurenina pode ocorrer em qualquer célula do SNC, com

predominéncia da via neurotéxica nas células da micréglia e da via neuroprotetora nos
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astrocitos, onde predominam as atividades enzimaticas da quinurenina-3-
monoxigenase (KMO) e da quinurenina aminotransferase (KAT), respectivamente. A
IDO sofre inducdo enzimatica preferencialmente por interferons e indutores de
interferons, como lipolissacarideos (LPS) e virus. O IFN-gama, pertencente a classe Il
de interferon, é o principal responséavel pela inducédo da atividade da IDO. Em seres
humanos, a expressao da IDO também pode ser induzida pela classe | de interferons,
como o IFN-alfa e o IFN-beta, porém em menor intensidade (FELGER e LOTRICH,
2013; CAMPBELL et al., 2015; JO et al., 2015).

Dantzer et al. (2008) demostraram que administracdo de lipopolissacarideos
induziu a expresséo da IDO em &reas do SNC de camundongos, como o hipocampo e
cortex, o que foi acompanhado de um significativo aumento da concentracdo de TNF-
alfa e IL-6 no sistema nervoso central e somente uma elevacdo modesta dos niveis de
IFN-gama, o que sugere que o IFN-gama pode ndo ser necessario para a expressao da
IDO quando esta é induzida por LPS (DANTZER et al., 2008). Uma outra pesquisa
anterior a de Dantzer et al. (2008), realizada in vitro, com células da linhagem
monocitica de células humanas, demonstrou que a expressao da IDO induzida por LPS
pode ocorrer de forma independente a mediacdo por IFN-gama e que envolve efeitos
sinérgicos das atividades das citocinas pro-inflamatoérias 1L-6, TNF-alfa e IL-1 beta
(FUJIGAKI et al., 2006).

Ha estudos que também avaliaram os efeitos de citocinas anti-inflamatérias
sobre a expressao da IDO, porém ainda sdo poucos e com resultados conflitantes. Por
exemplo, uma pesquisa demonstrou que a IL-10 foi capaz de diminuir a expressao da
IDO apos exposicdo de células dendriticas derivadas da medula 6ssea de ratos a
lipopolissacarideos e de aumentar a expressao dessa mesma enzima apos a exposicao
ao IFN-gama (JUNG et al., 2009; YANAGAWA et al., 2009). De forma semelhante,
achados conflitantes também foram encontrados com a IL-4, cujos resultados sugerem
que a alteracdo na expressdo da IDO apOs a exposicdo a essas citocinas anti-
inflamatorias € diferente entre as células da micréglia e as da linhagem mielocitica
(YADAV et al., 2007).

O primeiro passo da rota da quinurenina no SNC € a converséao do triptofano em

N-formilquinurenina pela IDO. A N-formilquinurenina é entdo rapidamente convertida a
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quinurenina. A quinurenina, por sua vez, pode sofrer catalisacdo pela enzima
quinurenina 3-hidroxilase e formar o metabdlito 3-hidroxiquinurenina (3HK), ou ser
metabolizada pela quinurenina transaminase em acido quinurénico (KYNA), ou ainda
convertida pela quinureninase a acido antranilico (AA). A quinureninase também pode
oxidar a 3-hidroxiquinurenina (3HK) e transformd-la em &cido 3-hidroxiantranilico
(B3HAA). O metabodlito 3HK também pode sofrer transaminacdo pela quinurenina
aminotransferase e originar o acido xanturénico. Por fim, o acido 3-hidroxiantranilico
(3HAA) pode ser oxidado pelo acido 3-OH-antranilico oxidase e formar o acido
quinolinico (QUINA). A taxa de entrada de triptofano dentro desta rota oxidativa €
limitada pela atividade da IDO, a qual, conforme descrito em paragrafos anteriores,
pode ser induzida por mediadores inflamatorios, como interferons alfa, beta e gama,
interleucinas 6 e 1-beta e fator de necrose tumoral alfa (Figura 2) (CAMPBELL et al.,
2015).

O acumulo de &cido quinolinico (QUINA) pode causar toxicidade neuronal
porque aumenta a liberacdo de glutamato, diminui sua recaptacao pelos astrocitos por
meio da inibicdo do Transportador de Aminoacidos Excitatorios (EAAT) e atua como
agonista glutamatérgico em receptores ionotrépicos do tipo NMDA. Em contraste, o
acido quinurénico (KYNA) atua como neuroprotetor por antagonizar 0S mesmos
receptores e também os receptores glutamatérgicos do tipo AMPA (FELGER e
LOTRICH, 2013; CAMPBELL et al., 2015; JO et al., 2015).

Evidéncias recentes da eficAcia de drogas antagonistas dos receptores
glutamatérgicos, como a Quetamina, em reduzir de forma rapida os sintomas
depressivos, tém direcionado maior atencéo ao papel do glutamato na fisiopatologia da
depressao e sua correlagdo com o sistema imune e a neuroinflamacdo dentro da
neurocircuitaria encefalica (SANACORA et al., 2012; SCHEUING et al., 2015).
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Figura 2: Via metabdlica da quinurenina. Fonte: Elaborado pelo autor utilizando
o Microsoft PowerPoint 2010.

1.3.3 - O eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal e a hipotese neuroinflamatéria

A hiperativacdo do eixo hipotadlamo-hipdfise-adrenal (HAA), sistema neuro-
endocrino que regula a resposta fisiologica ao estresse, € uma das alteracGes
neurobiolégicas mais consistentes e bem documentadas na fisiopatologia da depressao
(DUNN, 2000; DU e PANG, 2015). A atividade desse sistema € influenciada pela acao
de mediadores inflamatérios, como demonstrado apdés a administracéo de IL-1, IL-6 e
TNF-alfa em animais e cujo resultado foi 0 aumento da atividade do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal, especialmente apds a administragdo de IL-1 (DUNN, 2000). Além
disso, a inducéo de sintomas depressivos ap0s administracdo de INF-alfa, associou-se
a diminuicdo do cortisol diurno e a elevagcao dos niveis de cortisol noturno (RAISON et
al., 2010).

A hiperativagéo do eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal (HHA) deve-se ao estimulo a
liberacdo de CRH (horménio liberador de corticotrofina) pela acdo de mediadores
inflamatorios (BESEDOLVSKY e REY, 1996). O CRH, por sua vez, estimula a sintese e
liberacdo de ACTH (hormdnio adrenocortitrofico) pela hipéfise anterior, o que funciona
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como gatilho para a sintese e liberacdo de glicocorticoides, cujos receptores (GR) séo
inibidos pela acéo das citocinas IL-1 alfa, TNF-alfa e IFN-alfa. Portanto as citocinas pro-
inflamatorias sdo capazes de mediar a resisténcia aos glicocorticoides (VAN BOGAERT
et al.,, 2011) e impedi-los de exercerem sua acdo antinflamatéria. De forma
complementar, dentro de uma alca de retroalimentacdo negativa, a resisténcia aos
glicocorticoides promove a hiperativacdo do eixo HHA, caracteristica neurobiolédgica ja
evidente no TDM (ANACKER et al., 2011).

1.3.4 - A hipbtese da neuroplasticidade e a neuroinflamacgao

O mecanismo de neuroplasticidade, cujo conceito refere-se a capacidade que o
neurdnio tem de adaptar-se e responder as diversas mudancas induzidas por estimulos
internos e externos, tem associado alteracdes estruturais no SNC com o TDM, como
achados de diversas pesquisas reunidas em uma metandlise e que indicam uma
reducdo significativa na substancia cinzenta dos cortices limbico e pré-frontal de
pacientes depressivos (ZHAO et al., 2014).

A hip6tese da neuroplasticidade para depressdo faz um correlacdo com a
hip6tese glutamatérgica e com a da neuroinflamacéo (cytokine hipothesis). Uma revisdo
sistematica que discorre sobre os mecanismos e tratamentos emergentes para a
depressao além do classico uso dos ISRSs e IRSNs refere que a depressao esta
associada ao comprometimento da plasticidade de conexdes e circuitos neuronais
através da reducéo da neurogénese hipocampal e da ramificacdo dendritica, além da
perda de sinapses (DALE et al., 2015), mecanismos que séo mediados pela ativacdo da
microglia por meio da agéo de citocinas pro-inflamatérias como TNF-alfa e IL-1 beta
(PARK e BOWERS, 2010; KRAFT e HARRY, 2011; EKDAHL, 2012; PARADISE et al.,
2012; WEITZ e TOWN, 2012; STERTZ et al., 2013). Essa mesma revisdo sistematica
(DALE et al., 2015) aponta estudos que demonstram a associacdo de baixos niveis
plasmaticos de BDNF com o TDM e sua elevacdo em resposta ao tratamento
antidepressivo.

Duman (2014), pesquisador do Departamento de Psiquiatria da Yale University,

com base em uma revisdo de literatura sobre o tema, cujo foco centraliza-se no sistema
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glutamatérgico e seu papel na fisiopatologia do TDM e sua correlacdo com a
plasticidade neuronal e o estresse, cita estudos que evidenciaram o aumento da
formacdo sinaptica e a reducéo da atrofia de regibes do cértex pré-frontal e hipocampo
em pacientes deprimidos apds o tratamento com quetamina, droga que sabidamente
tem acdo sobre o sistema glutamatérgico. Postula-se, entdo, que uma associagado entre
alteragbes nas vias glutamatérgica, da neuroinflamacdo e da neuroplasticidade
desempenhe um papel importante na neurobiologia da depressédo através da regulacéao
de vias de sinalizacdo intracelulares relacionadas a sinaptogénese, com especial
destaque para o fator de transcricdo NFKB (Nuclear Factor Kappa B), descrito adiante.
Em suporte a essa ideia existem evidéncias ja consistentes da acdo da microglia,
induzida por ativacdo de citocinas pro-inflamatorias, no processo de poda sinaptica
(PAOLICELLI et al., 2011).

A hipétese da neuroplasticidade pode ser também mais uma explicacdo para o
tempo necessario de até 2 semanas para o inicio de acao dos classicos antidepressivos
ISRSs e IRSNs, jA que estes mostraram apenas a capacidade de aumentar a
expressdo de BDNF e ndo de promover a imediata liberacdo deste fator neurotréfico,
como ocorre pela administracdo de quetamina em pacientes com depressao refrataria e
que esta associada a uma rapida resposta antidepressiva (LICZNERSKI e DUMAN,
2013).

1.4 - POLIMORFISMOS GENETICOS E A NEUROIMUNOLOGIA DA DEPRESSAO
MAIOR

Polimorfismos génicos sdo variagdes que ocorrem nas unidades fundamentais
da informacdo genética (os genes). Essas variacbes (alelos) dos genes sé&o
tecnicamente chamadas de polimorfismos quando a segunda forma mais comum
possuir frequéncia igual ou superior a 1% na populacdo. Esses tipos de polimorfismos
ndo sao considerados mutacdes patogénicas por ndo produzirem alteracdes
significativas nas funcdes das proteinas, mas podem alterar a susceptibilidade a
determinados agentes ambientais, funcionando como promotores ou protetores de

determinada patologia, no caso, de determinado transtorno mental. Esses
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polimorfismos podem ser do tipo SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms -
Polimorfismos Unicos de Nucleotideos), que sdo variagdes de uma Unica base na
sequéncia de um alelo no cromossomo, VNTRs (Variable Numbers of Tandem Repeat),
gue sdo sequéncias repetidas de 1 a 4 nucleotideos ao longo do genoma ou INDELs
(Insertion/Deletion), que sdo inser¢cdes ou delecbes de um determinado numero de
nucleotideos (SNUSTAD e SIMMONS, 2013).

Conforme a revisdo sistematica de Barnes et al. (2016), os polimorfismos
génicos mais extensivamente pesquisados na literatura em sua correlacdo com o
transtorno depressivo maior sédo os do tipo SNPs: IL-1 beta rs16944, IL-6 rs1800795, IL-
10 -1082 A e TNF-alfa rs1800629. E como acima mencionado e extensivamente
discutido, sabe-se que as citocinas podem fortemente influenciar o sistema de
neurotransmissdo monoaminérgico, que é a hipotese fisiopatologica para qual converge
todas as alteracBes neuroimunoldgicas que culminam na expressdo fenotipica do
transtorno depressivo maior (DOWLATI et al., 2010; LIU et al., 2012; VALKANOVA et
al., 2013).

Porém os achados reunidos nessa revisdo (BARNES et al., 2016) sao
conflitantes. Por exemplo, existem alelos de polimorfismos SNPs que estdo associadas
a producdao significativamente menor de citocinas inflamatérias (IL-1 beta, IL-6 e TNF-
alfa) e, no entanto, correlacionaram-se a uma maior predisposicdo para o
desenvolvimento de depressdo e a uma maior severidade dos sintomas depressivos
(POCIOT et al., 1992; CERRI et al., 2009; CLERICI et al., 2009; TARTTER et al., 2015;
KOVACS et al., 2016). Resultados em consonancia com a hipétese neuroinflamatéria
também foram encontrados: alelos associados a uma maior producdo dessas mesmas
citocinas correlacionaram-se com uma maior incidéncia e severidade do TDM
(FISHMAN et al., 1998; JUN et al., 2003; MCCULLEY et al., 2004; ROSA et al., 2004;
BULL et al., 2009; UDINA et al., 2013; KIM et al., 2011). Estes achados conflitantes na
literatura podem ser explicados pela extensa heterogeneidade fenotipica deste
transtorno mental e pela diferenca entre os grupos populacionais estudados, pois as
influéncias alélicas de genes de citocinas sdo muito influenciadas pela diversidade
étnica (VAN DYKE et al., 2009).
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1.4.1 - O papel do gene NFKB1 no desenvolvimento da neuroinflamagdo e na
fisiopatologia do TDM

O NFKB (Nuclear Factor Kappa B) é um complexo proteico homo ou
heterodimérico constituido pela combinacdo de subunidades proteicas e que atua como
fator de transcricdo regulando a expressao génica de varios genes, dentre eles os das
citocinas pro-inflamatorias. Existem 5 proteinas NFKB: p65 (ou RelA), RelB, c-Rel, p52
(ou NFKB2) e p50 (ou NFKB1). Os genes que codificam essas proteinas séo
denominados de RelA, RelB, RelC, NFKB2 e NFKB1, respectivamente. Existem
diferentes tipos de combinacBes dessas subunidades. O NFKB1 tipicamente forma
heterodimeros com RelA ou c-Rel, sendo a principal forma o heterodimero com as
subunidades p65/RelA (ALBERTS, 2017). O gene que codifica a proteina NFKB1 (ou
p50) encontra-se na regido q23-g24 do braco longo do cromossomo 4 e apresenta um
polimorfismo funcional do tipo INDEL, que se localiza na regido promotora do gene (-94
indel ATTG, rs28362491) e cujo alelo de insercdo associa-se com 0 aumento da
atividade promotora e, consequentemente, da sintese proteica (LI et al., 2013).

Portanto, esse fator de transcricdo desempenha um papel importante na
fisiopatologia de processos que envolvem a inflamagéo, como o transtorno depressivo
maior (MIKLOWITZ et al.,, 2016). No entanto, poucos estudos até o momento
analisaram os mecanismos de sinalizacao inflamatéria upstream a acao periférica de
citocinas, apesar da evidéncia da ativacao desse fator por estresse agudo (BIERHAUS
et al., 2003) e pela perda de sono (IRWIN et al., 2008), que sdo eventos fortemente
associados ao curso da depressdao e que influenciam no processo de remisséo e
recaida desse transtorno (SLAVICH et al., 2014). Miklowitz et al. (2016) avaliaram
adolescentes com diagnostico de Depressdo Maior e encontraram maiores niveis
plasmaticos de NFKB nesse grupo em comparacdo a controles saudaveis, apos
estimulacdo de mondcitos do sangue periférico com TNF-alfa e, uma correlacéo positiva
entre 0s niveis seéricos desse fator de transcricdo com a severidade dos sintomas
depressivos.

Existem variados estimulos que ativam este fator de transcricdo, como proteinas

neurotoxicas (tais como a beta-amiloide), neurotransmissores (como o glutamato, via
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receptores AMPA/KA e NMDA), citocinas (como a IL-1 e TNF), estresse oxidativo, lesédo
tecidual isquémica e produtos derivados de virus e bactérias e, diversos fenbmenos nos
quais sua ativacdo esta envolvida, tais como neuroplasticidade, apoptose, proliferacéo
e defesa celular. E um dos fatores de transcri¢cdo mais importantes do SNC e encontra-
se nos neurbnios e ceélulas da glia (O'NEILL et al.,, 1997). A sua ativagcdo por
neurotransmissores, como o0 glutamato, e por citocinas, como a IL-1 e TNF, e 0 seu
envolvimento com o fenbmeno da neuroplasticidade reforcam o seu possivel papel na
etiopatogenia do transtorno depressivo maior.

Em seu estado inativo, 0 NFKB encontra-se no citoplasma ligado a uma proteina
inibitéria pertecente a familia IKB, que impede o seu transporte até o nucleo e,
consequentemente, sua ligacdo a sequéncia regulatoria GGGACTTTCC junto a regiao
promotora do gene alvo. Quando as células do SNC sdo expostas a estimulos
extracelulares citados no paragrafo anterior, a proteina inibitoria IKB sofre fosforilacéo
por proteinas quinases especificas, o que permite sua ubiquitinizacdo pela acdo da
ubiquitina ligase e posterior degradacdo pelo complexo proteossoma 26S. Existem
citocinas antinflamatérias, como a IL-10, IL-4 e TGF-Beta, que inibem a atividade do
NFKB no SNC. Postula-se que essa inibicdo ocorra através do aumento da transcricao
da proteina inibitéria IKB (KALTSCHMIDT et al., 2005), sendo possivel realizar uma
associacdo entre a diminuicdo dessas citocinas anti-inflamatérias, como a IL-10, no
curso de um episédio depressivo (DHABHAR et al., 2009) e a maior atividade desse
fator de transcricdo e, por consequéncia, maior producao de citocinas pro-inflamatorias,
morte neuronal e sintomas de alteragcdes do humor (PARK e BOWERS, 2010; KRAFT e
HARRY, 2011; EKDAHL, 2012; PARADISE et al., 2012; WEITZ e TOWN, 2012;
STERTZ et al., 2013; DALE et al., 2015).

Sob condicbes fisiologicas, o NFKB protege as células do SNC contra a
apoptose atraves da ativagcdo de genes anti-apoptoticos. Porém sob condicdes
patolégicas, a subuinidade p65 do heterodimero sofre modificagcbes poés-traducionais
que alteram a fungéo deste fator de transcricdo, o qual deixa de ativar a expresséo de
genes anti-apoptoéticos e, consequentemente, resulta na morte celular (CAMPBELL et
al., 2004; KALTSCHMIDT et al., 2005).
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O NFKB é encontrado em uma forma ativada-constitutiva em muitos neurdnios e
0 seu estado de ativagdo fisiolégico € mantido através de uma alga autorregulatoria de
retroalimentacao, cuja perturbacédo pode levar a uma hipo ou hiperativacdo desse fator
de transcricdo e ambas alteracdes podem levar a morte neuronal. O nivel constitutivo
basal 6timo nos neurdnios € mantido pela atividade sinaptica: a estimulagdo de baixa
frequéncia induz um aumento nos niveis do RNA mensageiro das duas principais
subunidades proteicas que constituem este fator de transcricdo (p50 e p65/RelA).
Conclui-se que o NFKB é capaz de ser um transdutor de sinal, transmitindo informacao
a partir de sinapses ativas para o nucleo celular, desta maneira transduzindo um sinal
sinptico para um evento transcricional e, assim, envolvendo-se com os fendmenos de
neuroplaticidade, memoria e aprendizagem (CAMPBELL et al., 2004; KALTSCHMIDT et
al., 2005).

1.4.2 - O papel do gene PAR1 no desenvolvimento da neuroinflamacédo e na

fisiopatologia do TDM

Os receptores ativados por protease (Protease Activated Receptor — PAR) séo
uma familia de receptores acoplados a proteina G e que compreendem 4 subtipos
(PAR1-4). O gene do receptor PAR1 localiza-se no brago longo do cromossomo 5, na
regido q11.2-q13.3 e cuja variante do tipo INDEL (rs11267092) nessa regido relaciona-
se a regulacéo da transcricdo génica (ARNAUD et al., 2000). A ativacdo ocorre a partir
da clivagem do dominio N-terminal extracelular por uma protease e, como estao
acoplados a proteina G, desencadeiam a ativacdo de segundos mensageiros
intracelulares (MERCER et al.,, 2014). Sao altamente expressos em plaquetas e
também em células endoteliais, miocitos e células do sistema nervoso central, como em
neurbnios e, especialmente em astrocitos (HAN et al., 2011). Sdo0 um grupo de
receptores que participam de diversas atividades fisiolégicas como hemostase,
trombose, controle do ténus vascular e inflamacéo, através da modulacao da liberagéao
de citocinas proé-inflamatérias.

A ativagdo dos receptores PAR1 em macréfagos, células epiteliais e endoteliais

promove a liberacdo de mediadores inflamatorios, como as citocinas TNF, IL-1 Beta e
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IL-6 (MERCER et al., 2014), que foram consistentemente discutidas em metanalises e
revisdes sistematicas e associadas a fisiopatologia do transtorno depressivo maior por
meio da inibicdo da tetraidrobiopterina (BH4), co-fator essencial para a sintese de
monoaminas, e, por meio do desvio do metabolismo do triptofano para a via da
quinurenina, além do envolvimento no processo de apoptose neuronal e poda sinaptica
patologica (DOWLATI et al., 2010; LIU et al., 2012; VALKANOVA et al., 2013). A IL-1
beta também é capaz de diminuir a expresséo do fator neurotréfico cerebral (BDNF) e a
neurogénese hipocampal em adultos, fatores que estéo ligados a susceptibilidade para
o desenvolvimento de sintomas depressivos (BANASR e DUMAN, 2011) e também é
uma potente reguladora da atividade da proteina transportadora de serotonina (SERT)
(ZHU et al., 2010, IWATA et al., 2013). Além disso, o PAR1 é expresso em regides do
sistema nervoso central que sdo envolvidas com o processamento de reacdes
emocionais, como a amigdala e o hipocampo, sendo este Ultimo componente do circuito
de Papez (FEDORIUK et al., 2017).

1.4.3 - O papel da variabilidade genética do gene ADRA2B no desenvolvimento do
TDM

Além do interesse na pesquisa de polimorfismos de genes envolvidos
diretamente na expressdo génica de mediadores inflamatorios no contexto do
transtorno depressivo maior, nos ultimos anos as pesquisas também voltaram sua
atencao para o gene ADRA2B (TODD et al., 2014, LI et al., 205), localizado no braco
longo do cromossomo 2, na regido 2qll.2, e que codifica o autorreceptor alfa 2
adrenérgico, de localizacdo pré-sinaptica, dos neurdnios noradrenérgicos (LOMASNEY
et al.,, 1990). Esse autorreceptor tem como funcdo a regulacdo da liberacdo de
noradrenalina na fenda sinaptica por meio de uma alga autorregulatoria de
retroalimentacdo negativa e pertence a classe dos receptores ligados a proteina G. O
receptor alfa 2 encontra-se acoplado a uma proteina G inibitoria. Sua ativacao, pela
ligacdo da noradrenalina, causa inibicdo da atividade da adenilato ciclase e
consequente reducdo dos niveis de AMPc, ndo ocorrendo, portanto, a abertura de
canais de calcio necessarios para a liberacdo adicional do neurotransmissor (KANDEL,
2014; STAHL, 2014).
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A atividade deste receptor também esta associada a modulacdo da resposta
inflamatdria no sistema nervoso central, pois a ativagdo dos receptores adrenérgicos
alfa 2 é capaz de inibir a resposta da micréglia (GYONEVA et al., 2013; LEE, 2013),
gue sao células da glia reponsaveis pela mediacdo da resposta imunolégica por meio
da secrecdo de mediadores inflamatérios (HANISCH et al., 2007). Além da secrecao de
citocinas pro-inflamatorias, que consistentemente estdo relacionadas a uma maior
prevaléncia de depressdo em portadores de processos inflamatérios crénicos
(DANTZER et al., 2008; BADESCU et al., 2016), a micréglia pode levar a poda
sindptica patolégica, outro evento que também foi relacionado com a fisiopatologia do
transtorno depressivo maior (PARADISE et al., 2012).

Os receptores adrenérgicos alfa 2 inibem a atividade neuroinflamatéria quando a
micréglia em seu estado ativo os expressa em sua superficie na vigéncia de um
processo inflamatério, permitindo a ligacdo da noradrenalina, que entdo exerce um
efeito neuromodulador antinflamatério devido os receptores alfa 2 estarem acoplados a
uma proteina G inibitoria. A disfuncionalidade deste receptor, portanto, relaciona-se
com uma maior atividade inflamatéria no sistema nervoso central pelo
comprometimento desse mecanismo inibitorio sobre as células da microglia (GYONEVA
et al., 2013; LEE, 2013). A disfuncionalidade do receptor alfa 2 explica-se pela perda de
trés residuos de acido glutdmico na terceira alca intracelular desse receptor nos
portadores da variante delecdo do gene ADRA2B (SMALL et al., 2001).

Outra explicacédo para o papel do polimorfismo do tipo INDEL do gene ADRA2B
(rs34667759) no desenvolvimento da depressédo seria que os portadores do alelo
delecdo estariam inclinados a uma maior percepcdo de estimulos com valéncia
negativa e, por consequéncia, uma maior rememoracdo de memorias traumaticas
(TODD et al., 2014) devido a uma maior atividade fasica da amigdala, que se encontra
sob a influéncia de uma atividade noradrenérgica excessiva a partir de areas de
projecdes do tronco encefalico em consequéncia da perda ou diminuicdo da regulacao
do sistema de retroalimentacdo negativa (COUSIJIN et al., 2010; LI et al., 2015).

Os estudos de Cousijin et al. (2010), Gibbs et al. (2013), Todd et al. (2014) e Li et
al. (2015) sobre a correlacdo do polimorfismo do gene ADRA2B com a memoria

emocional foram realizados com individuos saudaveis. No entanto, carece-se de
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estudos que avaliem o papel desse polimorfismo em individuos com o diagnéstico de
transtorno depressivo maior para dar maior embasamento sobre a influéncia da
variabilidade génica no desenvolvimento de transtornos mentais, como a depressao,
posto que ha muito tempo ja se sabe que a maneira particular através da qual cada
pessoa interpreta e rememora eventos ambientais influencia no desenvolvimento ou

nao do quadro depressivo (CLAK et al., 1999).

1.5 - CONSIDERACOES SOBRE A IMPORTANCIA DA NEUROCIENCIA PARA A
CONFIABILIDADE E VALIDADE DO DIAGNOSTICO EM PSIQUIATRIA

Ao atentar para a baixa confiabilidade dos diagndsticos em psiquiatria devido a
idiossincrasia na deteccdo de sintomas psicopatolégicos e para 0s poucos estudos
vigentes que investigaram vias upstream a acdo de mediadores inflamatérios em
células do sistema nervoso central e o papel do polimorfismo INDEL do gene que
codifica o receptor alfa 2 adrenérgico na fisiopatologia da depresséo, surgiu o interesse
de tentar incorporar achados biolégicos que possam conferir maior validade a etiologia
dos transtornos mentais através da investigacdo do papel de polimorfismos génicos dos
genes NFKB1, PAR1 e ADRA2B no desenvolvimento do Transtorno Depressivo Maior,
dado os avan¢cos em neurociéncias, genética e neuroimunofisiologia. Assim, pretende-
se contribuir para a construcdo de uma nosologia psiquiatrica mais soélida, sem, no
entanto, substituir a psicopatologia e o estudo fenomenoldgico das experiéncias
subjetivas pela neurociéncia clinica na formulagdo do diagnostico em psiquiatria, mas
sim, construir uma interlocucao entre essas duas ciéncias (DALGALARRONDO, 2008;
FORLENZA e MIGUEL, 2012).

E dado os resultados controversos encontrados na literatura em relacdo a
associacdo de polimorfismos génicos do tipo SNPs (Polimorfismos Unicos de
Nucleotideos) com o transtorno depressivo maior, que podem ser justificados pela
diferenca inter-étnica entre as popula¢des investigadas nos diversos estudos, uma vez
qgque as influéncias alélicas de genes de citocinas sdo muito influenciadas pela
diversidade étnica (VAN DYKE et al., 2009), surgiu o interesse de analisar a associacéo

entre o transtorno depressivo maior e as variantes do tipo INDEL dos genes NFKB1,



38

PAR1 e ADRA2B dado o potencial desses genes de afetar a expressédo de mediadores
inflamatorios, direta ou indiretamente, e a funcionalidade do receptor alfa 2 adrenérgico,
e consequentemente, de aumentar a vulnerabilidade a depressdo. Esse potencial de
gerar doencas poderia ocorrer pela alteracdo na expressao génica, quando ocorrem
insercdes/delecbes na regido reguladora do gene, ou pela alteracdo direta na
sequéncia de aminoacidos (ZHANG et al., 2014; ZHANG et al., 2015).

O interesse em investigar esta associacao justifica-se também pelas seguintes
razdes: i) as variantes do tipo INDEL sao abundantes e distribuidas por todo o genoma
humano, ii) se o numero de nucleotideos que sofrerem insercao/delecdo for trés ou
multiplo de trés, ocorrerd apenas a adicdo ou eliminacdo pontual de aminoécidos,
enquanto que, se o numero de nucleotideos nado for trés ou seu mudltiplo, a
insercao/delecdo modificara toda a matriz de leitura do DNA e, por consequéncia,
resultard em um produto génico completamente distinto do original, diferentemente das
alteracdes resultantes de um polimorfismo SNP (ZHANG et al., 2015), iii) o tempo
necessario para a analise de varios marcadores € relativamente pequeno, iv) existe um
artigo na literatura que analisou a distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas
dos genes do NFKB1 e PAR1 na populacédo brasileira, cujos resultados podem reduzir
interpretacdes falso-positivas ou falso-negativas para este grupo populacional, pois por
meio desses resultados ja se conhece a distribuicdo desses polimorfismos na
populacao da regido Norte do Brasil (AMADOR et al., 2016) e v) esse sera o primeiro
trabalho na literatura mundial a correlacionar a variante INDEL dos genes NFKB1 e
PAR1 com o transtorno depressivo maior, que sabidamente €& um transtorno
neuropsiquiatrico cuja fisiopatologia esta consistentemente associada a alteracfes
neuroimunoldgicas que culminam na expressdo fenotipica do construto depressivo
(DOWLATI et al., 2010; LIU et al., 2012; VALKANOVA et al., 2013).

Desta forma, o presente trabalho foi desenvolvido para testar as hipoteses de
que portadores do genotipo Del/Del do gene ADRA2B e do alelo inser¢cdo dos genes
NFKB1 e PAR1 apresentam um risco maior de desenvolver depresséo.
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2. OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Analisar o papel dos polimorfismos do tipo INDEL dos genes NFKB1, PARL e

ADRAZ2B no desenvolvimento do transtorno depressivo maior.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever o perfil de distribuicao alélica e genotipica dos polimorfismos do tipo
INDEL dos genes NFKB1, PAR1 e ADRA2B entre os pacientes com o diagndstico de
depressao e entre os controles;

b) Verificar se algum genoétipo esta associado ao diagnostico de depresséo, a
severidade do quadro depressivo ou ao numero de episddios depressivos prévios.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - ASPECTOS ETICOS

Todos os sujeitos da presente pesquisa foram estudados segundo os preceitos
da Declaracdo de Helsinque e do Cdodigo de Nuremberg, respeitadas as normas de
Pesquisa Envolvendo Seres Humanos (N° 466/12) do Conselho Nacional de Saude
mediante aprovacao de anteprojeto pelo Nucleo de Pesquisa e Extensdo de Medicina e
Comisséo de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Fundacdo Hospital de
Clinicas Gaspar Vianna - FHCGV (ANEXO B) e da autorizacdo do diretor (a) desta
Fundacdo e dos pacientes ou responsaveis dos pacientes estudados, por meio de

termo de consentimento livre e esclarecido - TCLE (APENDICE A).

3.2 - MODELO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo transversal, caracterizado como um estudo de caso

controle.

3.3 - POPULACAO DE ESTUDO

Pacientes diagnosticados com depressdo e atendidos no ambulatorio de
psiquiatria da Fundacdo Hospital de Clinicas Gaspar Vianna, referenciados a partir de
diversos niveis de assisténcia, na cidade de Belém do Para, com uma amostra
composta de 12 pacientes com diagndstico de transtorno depressivo maior e um grupo

controle de 145 sujeitos saudaveis clinicamente.
3.4 - CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO
As informagfes foram obtidas por meio de entrevista psiquiatrica realizada nos

ambulatorios da FHCGV, utilizando-se como critérios de inclusdo: (1) preenchimento

dos critérios operacionais clinicos para transtorno depressivo maior segundo o DSM-5
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(Manual Diagnéstico e Estatistico de Transtornos Mentais — 52 edi¢do), (2) pontuagéo
maior ou igual a 14 no Inventario de Depressao de Beck (ANEXO A), (3) ndo apresentar
comorbidade clinica, (4) exames laboratoriais sem alteracdes (hemograma, eletrolitos,
funcdes renal, hepatica e tireoideana), (5) idade entre 18 e 60 anos, (6) assinatura do
TCLE. Foram excluidos da pesquisa 0s sujeitos que apresentaram: (1) gravidez, (2)
comorbidades clinicas (por exemplo, doencas autoimunes, diabetes, HIV, doencas
enddcrinas, hepatite, cancer ou infeccbes cronicas) (3) febre maior ou igual a 37,8° C,
(4) preenchimento de critérios operacionais do DSM-5 para qualquer outro Transtorno
Mental que n&o depressao, como psicose, Transtorno do Humor Bipolar, Transtorno de
Estresse Pés-Traumatico, Transtornos de Ansiedade e Abuso/Dependéncia de Alcool

ou outras Drogas.

3.5 - RECRUTAMENTO, ATENDIMENTO E ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES

Todos os sujeitos da pesquisa foram submetidos a uma avaliacdo clinica para
avaliacdo diagnostica através da aplicacdo de uma entrevista psiquiatrica e de uma
escala de auto-avaliacdo para depressdo, o Inventario de Depressao Beck (BDI,
ANEXO A), um instrumento composto de 21 itens e com alto valor preditivo na detecgéo
de sintomas depressivos, que também foi utilizado como instrumento de mensuracéo da
gravidade dos sintomas depressivos a admissao e ao longo do tratamento.

Os individuos que participaram da pesquisa, apdés anuéncia e assinatura do
TCLE, foram submetidos inicialmente ao tratamento com um antidepressivo pertencente
a classe dos inibidores da recaptcdo de serotonina (ISRSs), como Sertralina,
Escitalopram ou Paroxetina. Aqueles com queixa de insénia receberam tratamento com
Zolpidem, um hipnoindutor ndo benzodiazepinico, na dose de 5 a 10 mg/noite até o
periodo de remissdo do disturbio do sono. As medicacbes foram distribuidas
gratuitamente e na quantidade exata para os periodos de interconsulta, que foram
guinzenais nas primeiras 6 semanas e, posteriormente, mensais. Os pacientes que néao
responderam ao tratamento inicial com o ISRS continuaram na pesquisa e seguiram
acompanhamento conforme algoritmo de tratamento para transtorno depressivo maior

na literatura.
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Para fins de pesquisa, os pacientes foram avaliados ao longo de 12 semanas,
porém ao final desse periodo, os mesmos ainda continuaram sendo acompanhados por
12 meses e, posteriormente, encaminhados para servicos especializados mais
proximos as suas residéncias, como os Centros de Atencdo Psicossocial e em Saude
Mental (CAPS), caso ainda necessitassem de acompanhamento especializado. Aqueles
que ndo apresentaram alguma melhora no periodo de 4 semanas, foram direcionados
para a troca ou associacdo de antidepressivos conforme protocolo das diretrizes do
estudo STAR D, mas ainda sim permaneceram nha pesquisa, porém pertencentes ao
subgrupo de pacientes refratarios a primeira tentativa de tratamento com
antidepressivo. Os pacientes que compareceram a apenas 1 ou 2 consultas e
abandonaram o tratamento por motivos diversos, mas tiveram amostras de sangue
coletadas na primeira consulta, constituiram também o n amostral da pesquisa.
Nenhum paciente da pesquisa evoluiu com piora da psicopatologia e necessidade de
indicacao de internagao.

3.6 - PROCEDIMENTO DA COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Aqueles que se adequaram aos critérios e aceitaram participar da pesquisa
mediante anuéncia e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido tiveram
amostra de sangue coletada ao término da primeira entrevista e foram encaminhados
na manha do dia seguinte ao laboratério da UFPA, no Instituto de Ciéncias Biolégicas, e
submetidos a coleta de sangue, por meio de punc¢éo venosa, as 8:00 horas da manha,
apos um jejum de 12 horas, para realizacdo de hemograma, eletrolitos, funcdes
hepatica, renal, tireoideana, Beta-HCG e glicemia de jejum. E aqueles que consentiram,
foram submetidos a coleta de material para realizagdo de sorologias para HIV, hepatites
BeC.

3.7 - ANALISE LABORATORIAL DOS POLIMORFISMOS GENICOS DO TIPO INDEL

Trés polimorfismos foram genotipados por uma Unica reacdo multiplex por meio

de um Kit disponivel comercialmente, o Master Mix QIAGEN Multiplex PCR (Qiagen,
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Hilden, Alemanha), e pelos primers (iniciadores) marcados com fluorescéncia, descritos
na Tabela 1. Os produtos do PCR multiplex foram separados e analisados por
eletroforese capilar no sequenciador ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems),
utilizando o GS-500 LIZ como um padréo de peso molecular (Applied Biosystems), a
matriz de filtro virtual G5 e o POP7 (Applied Biosystems). Apds a coleta de dados, as
amostras foram analisadas no software GeneMapper 3.7 (Applied Biosystems).

3.8 - ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS DE GENOTIPAGEM

3.8.1 - Frequéncias genotipicas e alélicas

As frequéncias genotipicas e alélicas foram obtidas por contagem direta dos

genotipos e alelos e posteriormente confirmadas com o auxilio do software Biostat 5.0.

3.8.2 - Andlise de Equilibrio de Hardy-Weinberg

Com o objetivo de verificar se a distribuicdo dos dados do grupo controle
referente as frequéncias alélicas e genotipicas se ajustavam a uma distribuicdo
esperada, os polimorfismos desse grupo foram submetidos a andlise de equilibrio de
Hardy-Weinberg, a qual afirma que as frequéncias alélicas e genotipicas permanecerao
constante ao longo das geracbes se ndo ocorrer selecdo, mutacdo ou migracao
(CALLEGARI-JACQUES, 2003). Os valores de p foram estimados pelo software Biostat
5.0 através do teste qui-quadrado, sendo o valor de p maior ou igual a 0,05 considerado

em Equilibrio de Hardy-Weinberg.

3.8.3 - Analise de associac¢ao caso-controle

O efeito das mutagcbes investigadas sobre a predisposicdo para o0
desenvolvimento de depresséo foi avaliado por regressao logistica. O teste estimou a
Odds Ratio (formula abaixo) para o desenvolvimento de depressdo associada a cada



44

uma das mutacgdes pesquisadas. Para cada mutagao foram investigados os modelos de
efeito genético: recessivo, dominante e log-aditivo, optando-se pelo modelo com o
melhor ajuste de acordo com o BIC (Bayesian-Information-Criteria). Um valor de p <
0,05 foi considerado como significante. Todos os calculos foram feitos com o programa
ESTATISTICO R.

Odds Ratio = Odds da exposicdo dos casos
Odds da exposicédo dos controles

Tabela 1: Caracteristicas dos marcadores investigados.

Gene rs Sequéncias Iniciadoras (5°-3’) Polimorfismo Amplicon (bp) Fluorocromo

NFKB1 28362491 F-TATGGACCGCATGACTCTATCA INDEL - 4pb 156-160 6-FAM

R-GGCTCTGGCTTCCTAGCAG

PAR1 11267092 F-AAAACTGAACTTTGCCGGTGT INDEL — 13pb 265-277 HEX

R-GGGCCTAGAAGTCCAAATGAG

ADRA2B 34667759 F-GGCATCTCCAGAGGATGAAG INDEL - 9pb 187-196 6-FAM

R-CCACTGCCCACCTATAGCAC
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4. RESULTADOS

4.1 - CARACTERISTICAS EPIDEMIOLOGICAS E CLINICAS DO GRUPO TDM

A tabela 2 apresenta as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas do grupo TDM
(pacientes com diagndstico de transtorno depressivo maior). A maioria dos casos de
depressdo foi do género feminino (83,3%). A faixa etaria mais prevalente ao
diagnéstico foi de 20 a 39 anos (75%). Em metade dos casos (50%) houve relato de
episodio depressivo prévio: 33,3% relataram histérico de 1 episodio depressivo; 8,3%,
de 2 episddios depressivos e 8,3%, de 3 episddios depressivos. Quanto a severidade
do quadro depressivo ao diagndéstico, a maioria (41,6%) apresentou um quadro
depressivo grave; 25%, um quadro depressivo moderado e 33,3%, um quadro
depressivo leve, conforme o escore total de pontuacdo no Inventario de Depressdo
Beck.

Tabela 2: Dados epidemiolégicos e clinicos dos individuos do grupo

TDM.

NuUmero total de individuos, n (%) 12 (100,0)
Masculino 2 (16,6)
Feminino 10 (83,3)
Idade, n (%)

0 a 19 anos 1(8,3)
20 a 39 anos 9 (75)
40 ou mais anos 2 (16,6)
Severidade do quadro depressivo, n (%)

Leve 4 (33,3)
Moderado 3 (25)
Grave 5 (41,6)
Histérico de episédio depressivo prévio, n (%)

Sim 6 (50,0)
N&o 6 (50,0)
Numero de episddios depressivos prévios, n (%)

Nenhum episoédio 6 (50,0)
1 episddio 4 (33,3)
2 episodios 1(8,3)

3 episddios 1(8,3)

4 ou mais episodios 0 (0,0)
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4.2 - FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DOS POLIMORFISMOS DO TIPO
INDEL DOS GENES NFKB1, PAR1 E ADRA2B

Com base na fluorescéncia emitida pelos primers (iniciadores) marcados com
fluorocromos, foi efetuada a discriminacao alélica de cada uma das amostras do grupo
controle e do grupo com diagnostico de TDM. A tabela 3 demonstra as frequéncias
genotipicas e alélicas dos polimorfismos INDEL dos trés genes investigados tanto no

grupo controle quanto no grupo de pacientes diagnosticados com TDM.

Tabela 3: Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos INDEL dos genes NFKB1, PAR1 e
ADRAZ2B nos individuos do grupo controle e do grupo TDM.

Polimorfismo Frequéncia Genotipica Frequéncia Alélica
rs28362491 (NFKB1) Del/Del Delllns Ins/Ins Del Ins
Controle (n=145) 36 (25%) 67 (46,53%) 41 (28,47%) 139 (48,26%) 149 (51,74%)
TDM (n=12) 6 (50%) 4 (33,33%) 2 (16,67%) 16 (66,67%) 8 (33,33%)
rs11267092 (PAR1) Del/Del Del/lns Ins/Ins Del Ins
Controle (n=145) 71 (48,97%) 60 (41,38%) 14 (9,66%) 202 (69,66%) 88 (30,34%)
TDM (n=12) 8 (66,67%) 4 (33,33%) 0 (0%) 20 (83,33%) 4 (16,67%)
rs34667759 (ADRA2B) Del/Del Del/lns Ins/Ins Del Ins
Controle (n=145) 15 (10,34%) 63 (43,45%) 67 (46,21%) 93 (32,07%) 197 (67,93%)
TDM (n=12) 5(41,67%) 4 (33,33%) 3 (25%) 14 (58,33%) 10 (41,67%)

O polimorfismo rs28362491 do gene NFKB1 é um polimorfismo do tipo INDEL
localizado na regidao promotora do gene (-94 indel ATTG rs28362491) e representa a
insercdo (Ins) ou delecdo (Del) de 4 pares de base nessa regido. Na amostra
analisada, foram genotipados 12 casos e 145 controles. O genotipo Del/Del foi
encontrado em 50% do grupo TDM e em 25% do grupo controle. O gendétipo Del/Ins foi
encontrado em 33,3% do grupo TDM e em 46,53% do grupo controle. Por sua vez, o
genadtipo Ins/Iins foi encontrado em 16,67% do grupo TDM e em 28,47% do grupo
controle. A frequéncia do alelo delecao foi de 66,67% no grupo TDM e 48,26% no
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grupo controle. Enquanto que a frequéncia do alelo insergéo foi de 33,33% no grupo
TDM e 51,74% no grupo controle.

O polimorfismo rs11267092 do gene PAR1 é um polimorfismo do tipo INDEL
localizado na regido g11.2-q11.3 do cromossomo 5 e consiste na insercao (Ins) ou
delecdo (Del) de 13 pares de base nessa regido. Na amostra analisada, foram
genotipados 12 casos e 145 controles. O genétipo Del/Del foi encontrado em 66,67%
do grupo TDM e em 48,97% do grupo controle. O gendtipo Del/lns foi encontrado em
33,3% do grupo TDM e em 41,38% do grupo controle. O gendtipo Ins/ins néo foi
encontrado em nenhum caso do grupo TDM, sendo encontrado em 9,66% do grupo
controle. A frequéncia do alelo delecdo foi de 83,33% no grupo TDM e 69,66% no
grupo controle. Enquanto que a frequéncia do alelo insercao foi de 30,34% no grupo
controle e 16,67% no grupo TDM.

O polimorfismo rs34667759 do gene ADRA2B é um polimorfismo do tipo INDEL
localizado na regido na regiao 2g11.2 do cromossomo 2 e consiste na insergao (Ins) ou
delecdo (Del) de 9 pares de base nessa regido. Na amostra analisada, foram
genotipados 12 casos e 145 controles. O gendtipo Del/Del foi encontrado em 41,67%
do grupo TDM e em 10,34% do grupo controle. O gendétipo Del/lns foi encontrado em
33,3% do grupo TDM e em 43,45% do grupo controle. Por sua vez, o genotipo Ins/Ins
foi encontrado em 25% do grupo TDM e em 46,21% do grupo controle. A frequéncia do
alelo delecéo foi de 58,33% no grupo TDM e 32,07% no grupo controle. Enquanto que
a frequéncia do alelo insercédo foi de 41,67% no grupo TDM e 67,93% no grupo

controle.

4.3 - EQUILIBRIO DE HARDY-WEINBERG

Foi realizado o teste de qui-quadrado para analisar o Equilibrio de Hardy-
Weinberg a partir dos genétipos do grupo controle. Conforme os dados da tabela 4, o
teste demonstrou que os polimorfismos rs28362491 (p = 0,41), rs11267092 (p = 0,79) e
rs 34667759 (p = 0,97) estavam em Equilibrio de Hardy-Weinberg e, portanto,

permaneceram na pesquisa.
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Tabela 4: Calculo do Equilibrio de Hardy-Weinberg para os polimorfismos INDEL dos genes
NFKB1, PAR1 e ADRA2B no grupo controle.

Polimorfismo Genotipo Heterozigosidade Heterozigosidade p-valor2
observada esperada

rs28362491 Del/Del; Delllns; Ins/Ins 0,4653 0,4994 0,4123
(NFKB1)

rs11267092 Del/Del; Del/lns; Ins/Ins 0,4138 0,4227 0,799
(PAR1)

rs34667759 Del/Del; Delllns; Ins/Ins 0,4345 0,4357 0,9733

(ADRA2B)

@ Considera-se em equilibrio de Hardy-Weinberg se p-valor for igual ou maior que 0,05. Dados gerados pelo programa Biostat
5.0.

4.4 - ESTIMATIVA DA ODDS RATIO

Conforme representado na figura 1, foi investigado o efeito dos polimorfismos do
tipo INDEL dos genes NFKB1, PAR1 e ADRA2B sobre a predisposicdo para o
desenvolvimento de depressao. Para cada polimorfismo foram investigados os modelos
de efeito genético, optando-se pelo modelo com o melhor ajuste de acordo com o BIC
(Bayesian-Information-Criteria): recessivo para o gene ADRA2B (genotipo Del/Del
versus genotipos Del/lns e Ins/Ins) e log-aditivo (gendtipo Ins/Ins < gendtipo Del/lns <
Del/Del) para os genes NFKB1 e PAR1. Os portadores do gendétipo Del/Del do gene
ADRA2B apresentaram uma chance 6,41 vezes maior de desenvolver depressao
quando comparados aos portadores dos genotipos Del/lns e Ins/Ins, um resultado
estatisticamente significante (OR = 6,416; IC95% 1,987 - 20,714; p = 0,002). Enquanto
que, a presenca do alelo delecédo na regido promotora do gene NFKB1 (-94 indel
ATTG) (OR = 1,865; IC95% 0,845 — 4,120; p = 0,123) e na regidao q11.2-q11.3
(cromossomo 5) do gene PAR1 (OR = 2,215; 1C95% 0,792 — 6,191; p = 0,130)
comportou-se hora como fator promotor de risco (OR > 1) para o desenvolvimento de
depresséo e hora como fator protetor contra o desenvolvimento do fenétipo depressivo

(OR < 1), portanto sem significancia estatistica.
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Figura 3: Gréfico de estimativa da Odds Ratio para o desenvolvimento de transtorno depressivo
maior com base no polimorfismo do tipo INDEL dos genes NFKB1, PAR1 e ADRA2B.

4.5 - CORRELACAO ENTRE GENOTIPO, SEVERIDADE DO QUADRO DEPRESSIVO
E EPISODIOS PREVIOS

Conforme representado na tabela 5, dos cinco pacientes portadores do genaétipo
Del/Del do grupo TDM (41,66%), 80% apresentaram depressao leve ou moderada ao
diagndstico e 20% depressao grave. Sete pacientes do grupo TDM eram portadores do
gendtipo Delllns ou Ins/Ins (58,33%) e destes, 42,85% apresentaram depresséao leve
ou modera ao diagnoéstico e 57,14% depressdo grave. Nao houve significancia
estatistica na correlacdo do gendtipo do gene ADRA2B com a severidade do quadro

depressivo (p = 0,2163).

Tabela 5: Correlacéo entre o gendtipo do gene ADRA2B e a severidade do quadro depressivo.

Gendtipo do gene Depresséo leve ou Depresséo grave n (%) p-valor
ADRAZ2B n (%) moderada n (%)
5 Del/Del (41,66%) 4 (80%) 1 (20%)
0,2163

7 Dell/lns ou Ins/Ins (58,33%) 3 (42,85%) 4 (57,14%)
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Conforme representado na tabela 6, dos cinco pacientes portadores do genétipo
Del/Del do grupo TDM (41,66%), 60% apresentaram historico prévio de depressao (um,
dois ou até 3 episodios prévios) e 40% nenhum episoédio anterior. Sete pacientes do
grupo TDM eram portadores do gendétipo Del/lns ou Ins/Ins (58,33%) e destes, 42,85%
apresentaram histérico prévio, enquanto 57,14% n&o apresentaram. Nao houve
significancia estatistica na correlagdo do gendtipo do gene ADRA2B com o histoérico de

episédios depressivos prévios (p = 0,4424).

Tabela 6: Correlacdo entre o gendétipo do gene ADRA2B e o numero de episédios depressivos

prévios.

Gendtipo do gene Nenhum episédio n (%) Um, dois ou trés episddios n (%) p-valor
ADRAZ2B n (%)

5 Del/Del (41,66%) 2 (40%) 3 (60%)
0,4424
7 Delllns ou Ins/Ins (58,33%) 4 (57,14%) 3 (42,85%)
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5. DISCUSSAO

A andlise dos dados epidemioldgicos deste estudo constatou que a faixa etaria
de maior prevaléncia de depressdo situou-se entre 20 e 39 anos (75%), resultado
semelhante a epidemiologia da Organizacdo Mundial de Saulde, que destaca que a
idade de inicio dos sintomas costuma ser entre 20 e 30 anos, com uma tendéncia de
aumento entre 0os mais jovens, ou seja, antes dos 20 anos (WHO, 2017). Essa
tendéncia de inicio do primeiro episodio depressivo na faixa etaria mais jovem também
foi percebida neste estudo, pois 50% dos pacientes com diagndstico de depressao ja
haviam apresentado ao menos 1 episédio depressivo prévio até 10 anos antes do
diagnéstico atual.

Em relacdo ao género, evidenciou-se que a maioria dos casos pertencia ao sexo
feminino (83,3%), um resultado que encontra reforco na literatura, porém esta estima
uma prevaléncia 2 a 3 vezes maior em mulheres (WHO, 2017) e o presente estudo
encontrou uma prevaléncia 5 vezes maior. Quanto a severidade do episédio
depressivo, a maioria (66,6%) apresentou um episodio depressivo moderado a grave
ao diagndstico, achado que pode refletir uma laténcia maior de tempo entre o inicio dos
primeiros sintomas e a busca por atendimento especializado, uma caracteristica
comum de ocorrer em paises em desenvolvimento (WHO, 2017) ou mesmo refletir uma
tendéncia genética de desenvolver episddios mais graves (STAHL, 2014).

Neste trabalho estudamos a associacdo de polimorfismos génicos do tipo INDEL
dos genes NFKB1 (rs28362491), PAR1 (rs11267092) e ADRA2B (rs34667759) com o
diagnoéstico de trasntorno depressivo maior, que Sao genes cujos produtos estdo
envolvidos, direta ou indiretamente, na regulacdo da atividade inflamatoria no sistema
nervoso central e na funcionalidade dos receptores alfa 2 adrenérgicos (GYONEVA et
al., 2013; LEE, 2013; KANDEL, 2014; MERCER et al.,, 2014; ALBERTS, 2017). E
devido suas variacbes alélicas (delecdo versus insergcdo) e genotipicas
(delec&o/delecao, delecéol/insercao e insergéol/insergao) poderem comportar-se como
promotoras ou protetoras de determinadas patologias, estes genes podem estar

envolvidos na fisiopatologia da depresséao.
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Sabe-se que o NFKB é um fator de transcricdo envolvido na ativacdo de
linfécitos, na sobrevivéncia de células por meio da promocé&o da transcricdo de genes
anti-apoptéticos e na formacéo de orgaos linfoides secundarios e que desempenha um
papel importante na regulacdo da resposta inflamatéria do sistema imune. O
heterodimero p50/RelA, cuja subunidade proteica p50 também é chamada de NFKB1,
€ o heterodimero mais amplamente distribuido entre os diversos tipos celulares
(ALBERTS, 2017), encontrado tanto em neurbnios quanto em ceélulas da glia, onde
induz a transcricdo de interleucinas, como TNF, IL-1 e IL-6 (MEMET, 2006) e que,
portanto, pode estar envolvido na fisiopatologia dos sintomas depressivos.

Por essa convergéncia entre a hipotese neuroinflamatéria do TDM, corroborada
por diversas metanalises (HOWREN et al., 2009; DOWLATI et al., 2010; HILES et al.,
2012; LIU et al.,, 2012; VALKANOVA et al., 2013; HAAPAKOSKI et al., 2015), e a
atividade do NFKB, em especial do heterodimero p50 (NFKB1)/RelA (p65), postulou-se
gue ser portador do alelo insercdo do gene NFKB1 (rs28362491) seria um fator de risco
para o desenvolvimento de depressao, pois esta variagdo esta associada ao aumento
da atividade promotora e da sintese proteica (LI et al., 2013) e, por consequéncia,
hipoteticamente a um maior risco de desenvolvimento de TDM por aumentar a
transcricdo de citocinas pré-inflamatdrias, como TNF, IL-1 e IL-6 (MEMET, 2006).

No entanto, os resultados deste trabalho ndo encontraram uma correlacéo entre
o polimorfismo INDEL do gene NFKB1 (rs28362491) e o desenvolvimento de sinais e
sintomas depressivos quando se comparou os resultados da analise do polimorfismo
das amostras dos 12 pacientes desta pesquisa com o grupo controle (OR = 1,865;
IC95% 0,845 — 4,120; p = 0,123): a presenca do alelo delecdo na regido promotora do
gene NFKB1 (-94 indel ATTG) comportou-se hora como fator promotor de risco (OR >
1) para o desenvolvimento de depressdo e hora como fator protetor contra o
desenvolvimento do fenétipo depressivo (OR < 1). E possivel justificar-se tal achado
pelo n pequeno de pacientes que compuseram a amostra e que talvez a extensao do n
amostral consiga demonstrar que o0s portadores do alelo inser¢cao deste gene
apresentem um risco maior para o desenvolvimento de depressdo, pois ha dados

robustos na literatura que descrevem maior prevaléncia de TDM em individuos que
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sofrem de processos inflamatoérios crénicos (RAISON et al., 2010; MITCHEL et al.,
2011).

Outro ponto importante a destacar € que talvez os polimorfismos do tipo INDEL
de outros genes da familia NFKB, ndo analisados nesta pesquisa, coOmo 0s genes que
codificam as subunidades c-Rel (gene RelC) e p52 (gene NFKB2), possam influenciar o
risco de desenvolvimento de um episodio depressivo, pois a subunidade c-Rel participa
da transcricdo de genes anti-apoptoticos em linfocitos, células pancreaticas e
neurdnios, e portanto, é fundamental na sobrevivéncia neuronal (MOKHTARI et al.,
2009). Além disso, o heterodimero RelA/p52 demonstra ter um efeito neuroprotetor
sobre neurbnios dopaminérgicos (CAO et al.,, 2013), cuja disfungcdo em circuitos do
cortex pré-frontal, nucleus accumbens e estriado (STAHL, 2014), associa-se ao
desenvolvimento de sintomas neuropsicomotores do TDM, como a fadiga, avolicdo e
lentificacdo motora (CAPURON et al., 2009).

Além do gene NFKB1, também foi analisada a contribuicdo do polimorfismo
INDEL do gene PAR1 (rs11267092) para o desenvolvimento do fendtipo depressivo,
pois € um gene que se relaciona a transcricdo de mediadores inflamatérios, como as
citocinas TNF, IL-1 beta e IL-6, quando da ativagdo dos receptores PAR1 em
macréfagos, plaguetas, miécitos, células endoteliais e do sistema nervoso central,
especialmente em astrocitos (HAN et al., 2011; MERCER et al.,, 2014). Como
anteriormente jA exposto, essas citocinas pro-inflamatérias implicam na deplecdo de
tetraidrobiopterina (BH4), no desvio do metabolismo do triptofano para a via da
quinurenina e consequente producdo do acido quinolinico (neurotéxico), na morte
neuronal por apoptose e poda sinaptica patologica (DOWLATI et al., 2010; LIU et al.,
2012; VALKANOVA et al., 2013), além da IL-1 beta também diminuir a expressao de
BDNF e a neurogénese hipocampal, fatores estes relacionados a fisiopatologia da
depressao (BANASR e DUMAN, 2011).

Dada as evidéncias da contribuicdo da neuroinflamacgéo para o desenvolvimento
do transtorno depressivo maior (HOWREN et al., 2009; DOWLATI et al., 2010; HILES
et al., 2012; LIU et al., 2012; VALKANOVA et al., 2013; HAAPAKOSKI et al., 2015),
levantou-se a hipétese de uma correlacdo entre o polimorfismo INDEL do gene PAR1

(rs11267092) e uma propensao ao desenvolvimento do fenétipo depressivo, porém tal
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associacdo nao foi estatisticamente significativa no presente estudo (OR = 2,215;
IC95% 0,792 — 6,191, p = 0,130) quando se comparou o grupo de pacientes deprimidos
com o grupo controle: o alelo delecdo na regidao q11.2-q11.3 (cromossomo 5) do gene
PAR1 comportou-se hora como fator promotor de risco (OR > 1) para o
desenvolvimento de depresséo e hora como fator protetor contra o desenvolvimento do
fendtipo depressivo (OR < 1).

Além da analise do polimorfismo de genes relacionados a atividade
neuroinflamatoria, esta pesquisa também avaliou a influéncia do polimorfismo INDEL
do gene ADRA2B (rs34667759) no desenvolvimento do transtorno depressivo maior.
Como o gene ADRAZ2B codifica o autorreceptor alfa-2 adrenérgico, localizado no
neurdnio noradrenérgico pré-sinaptico, o qual se projeta do tegmento lateral do tronco
encefalico para a amigdala, estrutura encefélica que contribui para o processamento
das emocdes e para a formacdo de memdrias com conteldo emocional e este
autorreceptor € responsavel por regular uma alca de retroalimentacdo negativa
envolvendo a atividade da noradrenalina (KANDEL, 2014), postulou-se que ser
portador do alelo dele¢cdo desse polimorfismo seria um fator de risco para o
desenvolvimento de depressao, pois pesquisas na literatura associam os carreadores
desse alelo como propensos a dar um destague maior a eventos emocionalmente
relevantes, especialmente eventos de vida com valéncia negativa, apresentando uma
maior atividade fasica da amigdala quando exposto a estes tipos de evento (COUSIJIN
et al., 2010).

Esta pesquisa encontrou uma associagcao estatisticamente significante entre a
variavel depressdo e o0s portadores do genotipo Del/Del do gene ADRA2B
(rs34667759): os portadores desse gendtipo apresentaram uma chance 6,41 vezes
maior de desenvolver depressdo quando comparados aos portadores dos genotipos
Del/lns e Ins/Ins (OR = 6,416; IC95% 1,987 - 20,714; p = 0,002).

Os portadores do genotipo Del/Del codificam um receptor alfa 2 adrenérgico
disfuncional devido a perda de trés residuos de &cido glutdmico na terceira alga
intracelular desse receptor, o que leva a perda de sua funcdo (SMALL et al., 2001).
Esses receptores além de localizarem-se no neurdnio pré-sinaptico, localizam-se

também na superficie de células da microglia em seu estado ativo durante o processo
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de neuroinflamacdo, inibindo o excesso de atividade inflamatoéria, que é prejudicial a
homeostase do sistema nervoso central (GYONEVA et al., 2013; LEE, 2013). Portanto
os portadores do gendtipo Del/Del apresentariam um comprometimento da capacidade
de modular a atividade neuroinflamatéria, contribuindo para o desenvolvimento do
transtorno depressivo maior.

A nado funcionalidade desse receptor como regulador de uma alca de
retroalimentacdo negativa leva a um aumento na biodisponibilidade de noradrenalina a
partir das regides do tronco encefalico que fazem projecbes para a amigdala,
potencializando a atividade noradrenérgica nessa estrutura cerebral (aumento da
resposta fasica) diante de estimulos emocionais estressantes, o que aumentaria a
capacidade de formacdo de memodria com conteldo emocional diante de eventos
adversos de vida e consequente revivéncia dessas experiéncias traumaticas
(COUSUJIN et al.,, 2010; LI et al., 2015), o que por sua vez contribuiria para o
desenvolvimento de transtornos neuropsiquiatricos em que o estresse € um preditor de
risco bem documentado (BIERHAUS et al., 2003), como o transtorno depressivo maior.

Apesar do gendétipo Del/Del ter sido associado a uma chance 6,41 vezes maior
de desenvolver depressao, a correlacdo desse genétipo com a severidade do quadro
depressivo dos pacientes ao digndstico e com o numero de episodios prévios nao
demonstrou significancia estatistica, possivelmente pelo tamanho pequeno do grupo
TDM (n = 12).

O resultado desta pesquisa € capaz de demonstrar a importancia e o papel da
interacdo entre a vulnerabilidade genética e fatores estressantes ambientais para o
desenvolvimento de transtornos do humor, especificamente do transtorno depressivo
maior, reforcando a complexa etiopatogenia multifatorial dos transtornos
neuropsiquiatricos (FELGER e LOTRICH, 2013): a vivéncia de experiéncias de eventos
adversos de vida € capaz de revelar profundas diferencas interindividuais, nas quais
alguns individuos estdo inclinados para a resiliéncia, enquanto outros para o
desenvolvimento de sofrimento psiquico e de transtornos mentais (FEDER et al., 2009),
sendo que a heterogeneidade dessas respostas pode, portanto, ser explicada pelo
papel de fatores genéticos em modular as influéncias do ambiente (CLAESSENS et al.,

2011), como demonstrado na presente pesquisa. No entanto, ndo se pode deixar de
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destacar que o inverso também é verdadeiro, pois estudos com gémeos monozigoticos
apresentam concordancias significativamente inferiores a 100% para a maioria dos
transtornos mentais, 0 que corrobora também para a influéncia do meio e da
epigenética sobre os fatores genéticos (HANNAN, 2013).

As limitagGes do presente estudo também devem ser destacadas: o tamanho
amostral dos pacientes (n = 12) estudados nesta pesquisa foi pequeno, o que impede
conclusdes definitivas sobre o significado desses achados, mas nao inviabiliza
considerar o alelo delecdo como possivel marcador de risco para o desenvolvimento de
depressao, pois na maioria dos casos, uma associagcao consistente revela-se mesmo
com uma amostra pequena. Por outro lado, também ndo se pode descartar uma
possivel associacdo entre os marcadores INDEL dos genes NFKB1 e PAR 1 com o
transtorno depressivo maior. Portanto, com a intencdo de reforcar os dados aqui
encontrados e aceitar-se ou rejeitar-se a hipétese de associacdo entre os marcadores
INDEL dos genes NFKB1 e PAR1 com o construto depressédo, pesquisas adicionais

devem ser conduzidas com uma amostragem maior.
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6. CONCLUSAO

Considerando a ampla interacdo do sistema nervoso central com o sistema
imune e o potencial deste de influenciar os processos cognitivos, emocionais e
comportamentais; e o modelo emergente de depressdo, que enfatiza a continua
interacdo entre genes, ambiente e estresse, esta pesquisa buscou compreender como
as variacdes genéticas do tipo INDEL poderiam influenciar o desenvolvimento do
transtorno depressivo maior com 0 objetivo de identificar individuos geneticamente
vulneraveis. Nossos resultados sugerem que o marcador INDEL do gene ADRA2B
(rs34667759), especificamente o alelo dele¢cdo seja um possivel biomarcador genético
de vulnerabilidade para o desenvolvimento do fenotipo depressivo, pois 0s portadores
do gendtipo Del/Del apresentaram uma tendéncia 6,41 vezes maior de desenvolver
sintomas depressivos quando comparados aos portadores dos gendtipos Del/lns e
Ins/Ins.

A nossa andlise ndo encontrou correlacdo entre a presenca do alelo insercéo
dos genes NFKB1(rs28362491) e PAR1 (rs11267092) e o maior risco para o
desenvolvimento de transtorno depressivo maior. Entretanto, faz-se necessario
aumentar o n amostral para melhor esclarecer possiveis associacdes entre esses

marcadores e o transtorno depressivo maior.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa de cunho académico do Curso de
Mestrado do Programa de Pds-graduacdo em Neurociéncias e Biologia Celular da Universidade Federal
do Para, que acontecera via Fundacgéo Hospital de Clinicas Gaspar Vianna, intitulada: Perfil biologico e
de estilo de vida no transtorno depressivo e sua influéncia no desfecho do tratamento
antidepressivo. E que tem como objetivo compreender que fatores bioldgicos estdo relacionados ao
desenvolvimento do episddio depressivo. E com isso oferecer maior validade ao diagndstico psiquiétrico.
O tema escolhido justifica-se pela alta gravidade e frequéncia desta patologia. O trabalho est4 sendo
realizado pelo médico psiquiatra Deyvson Diego de Lima Reis, sob a supervisdo da orientadora Prof2,
Dra. Elizabeth Sumi Yamada e do co-orientador Prof. Dr. Rommel Mario Rodriguez Burbano. Para
alcancar os objetivos do estudo serd realizada uma consulta médica com entrevista individual, de
duracdo aproximada de 120 minutos, na qual vocé ira responder a questionarios padronizados e exame
fisico médico-padréo. E sera submetido (a) a coleta de sangue ao término da primeira consulta. Os dados
de identificacdo serdo confidenciais e os nomes reservados. Os dados obtidos serdo utilizados somente
para este estudo, sendo os mesmos armazenados pelo pesquisador principal durante 5 (cinco) anos e
apos este periodo serdo totalmente destruidos (conforme preconiza a Resolucdo 196/96).

Os participantes poderdo apresentar algum constrangimento no momento de fornecer alguma
informacao pessoal durante a entrevista ou preenchimento dos questionéarios, o que podera ser evitado
com a informagdo ao paciente sobre a garantia do sigilo médico e o esclarecimento dos motivos da
pesquisa. O estudo podera aumentar o conhecimento sobre a saiude mental do paciente e incentivar
maneiras de preserva-la, além do beneficio que trarA a comunidade cientifica sobre o maior
esclarecimento da fisiopatologia da depressao.

=1 R STR , recebi as
informacdes sobre os objetivos e a importancia desta pesquisa de forma clara e concordo em participar
do estudo.

Declaro que também fui informado: « Da garantia de receber resposta a qualquer pergunta ou
esclarecimento acerca dos assuntos relacionados a esta pesquisa. * De que minha participagdo é
voluntéaria e terei a liberdade de retirar 0 meu consentimento, a qualquer momento e deixar de participar
do estudo, sem que isto traga prejuizo para a minha vida pessoal e nem para o atendimento prestado a
mim. « Da garantia que nao serei identificado quando da divulgacdo dos resultados e que as informacfes
serdo utilizadas somente para fins cientificos do presente projeto de pesquisa. * Sobre o projeto de
pesquisa e a forma como sera conduzido e que em caso de divida ou novas perguntas poderei entrar em
contato com o pesquisador: Deyvson Diego de Lima Reis, telefone (91) 982931763, e- mail:
di.reis@bol.com.br e endereco: Av. Senador Lemos, n° 4275. Bairro Sacramenta — Belém Para -

Também que, se houve duvidas quanto a questbes éticas, poderei entrar em contato com Saul Rassy
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Carneiro, Coordenador-geral do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas pelo telefone
4005-2676, endereco Tv. Alferes Costa s/n, 1° andar.

Declaro que recebi copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, ficando outra via
com o pesquisador.

Obs: em caso de paciente que ndo saiba ou ndo consiga ler:

Este formulario oI [ido Para: ........ccccvciiiiiniciciese e et (nome do paciente),
PEIO PESTUISAAO ...ttt ettt bbb bbb bbbt s ekt e bttt seebe e et e nbeseebeneans , enquanto
LT TSROSO , estava presente.

Em.../[..[..

(assinatura da testemunha)
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ANEXO A - INVENTARIO DE DEPRESSAO DE BECK - BDI

Nome: Idade:

Data: / /

Este questionario consiste em 21 grupos de afirmacdes. Depois de ler cuidadosamente
cada grupo, faga um circulo em torno do numero (0, 1, 2 ou 3) préximo a afirmacdo, em cada
grupo que descreve melhor a maneira que vocé tem se sentido na ultima semana, incluindo
hoje. Se varias afirmagdes num grupo parecerem se aplicar igualmente bem, faga um circulo em

cada uma. Tome cuidado de ler todas as afirmagoes, antes de fazer sua escolha.

0 Né&o me sinto triste 7 | 0 Nao me sinto decepcionado comigo mesmo
1 Eu me sinto triste 1 Estou decepcionado comigo mesmo
2 Estou sempre triste e ndo consigo sair disto 2 Estou enojado de mim
3 Estou téo triste ou infeliz que ndo consigo suportar 3 Eume odeio
0 [:‘lt?t?J r%stou especialmente desanimado quanto ao 8 0 Né&o me sinto de qualquer modo pior que 0s outros
1 Eu me sinto desanimado quanto a0 futuro 1 Seortrjozrmco em relagdo a mim por minhas fraquezas ou
2 Acho que nada tenho a esperar 2 Eu me culpo sempre por minhas falhas
3 Acho o futuro sem esperangas e tenho a impresséo de
X x 3 Eu me culpo por tudo de mal que acontece
que as coisas nao podem melhorar

0 Néo me sinto um fracasso 9 0 Néo tenho quaisquer idéias de me matar
1 Acho que fracassei mais do que uma pessoa comum L x .

1 Tenho idéias de me matar, mas ndo as executaria
2 Quar]do olho pra tras, na minha vida, tudo o que posso 2 Gostaria de me matar

ver € um monte de fracassos

3 Eu me mataria se tivesse oportunidade
3 Acho que, como pessoa, sou um completo fracasso
0 Tenho tanto prazer em tudo como antes 10| 0 Nao choro mais que o habitual

X . . 1 Choro mais agora do que costumava
1 Nao sinto mais prazer nas coisas como antes
N . 2 Agora, choro o tempo todo
2 Né&o encontro um prazer real em mais nada
3 Estou insatisfeito ou aborrecido com tudo 3 Costu'mava ser capaz de chqrar, mas agora nao
CcoNsigo, mesmo que 0 queria
11 | 0 Nao sou mais irritado agora do que ja fui
0 Nao me sinio especialments culpado 1 Fico aborrecido ou irritado mais facilmente do que
1 Eu me sinto culpado grande parte do tempo costumava
2 Eu me sinto culpado na maior parte do tempo 2 Agora, eu me sinto irritado o tempo todo
3 Eu me sinto sempre culpado 3 N&ao me irrito mais com coisas que costumavam me
irritar
12 | 0 Na&o perdi o interesse pelas outras pessoas

0 Néo acho que esteja sendo punido 1 Estou menos interessado pelas outras pessoas do
1 Acho que posso ser punido que costumava estar
2 Creio que vou ser punido 2 Perdi a maior parte do meu interesse pelas outras
3 Acho que estou sendo punido pessoas

3 Perdi todo o interesse pelas outras pessoas
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13

Tomo decisdes tdo bem quanto antes

18

0 O meu apetite ndo esta pior do que o habitual
1 Adio as tomadas de decisdes mais do que costumava W ax
1 Meu apetite ndo é tdo bom como costumava ser
2 Tenho mais dificuldades de tomar decisdes do que 2 M fite & muito o
antes eu apetite € muito pior agora
3 Absolutamente néo consigo mais tomar decisdes 3 Absolutamente ndo tenho mais apetite
antes recentemente
1 Estou preocupado em estar parecendo velho ou sem 1 Perdi mais do que 2 quilos e meio
afrativo 2 Perdi mais do que 5 quilos
2 Acho que ha mudangas permanentes na minha 3 Perdi mais do que 7 quilos
aparéncia, que me fazem parecer sem atrativo o
. . Estou tentando perder peso de proposito, comendo
3 Acredito que parego feio menos: Sim N30
15 20 | 0 Na&o estou mais preocupado com a minha salde do
que o habitual
0 ?OSSO trabalhar tao bem quanto antes 1 Estou preocupado com problemas fisicos, tais como
1 E preciso algum esforco extra para fazer alguma coisa dores, indisposi¢ao do estdmago ou constipagdo
2 Tenho que me esforcar muito para fazer alguma coisa 2 Estou muito preocupado com problemas fisicos e é
3 Nao consigo mais fazer qualquer trabalho dificil pensar em oura coisa
3 Estou tio preocupado com meus problemas fisicos
que nao consigo pensar em qualquer outra coisa
16 | 0 Consigo dormir tdo bem como o habitual 21 | 0 Na&o notei qualquer mudanga recente no meu
1 N&o durmo tdo bem como costumava interesse por sexo
2 Acordo 1 a 2 horas mais cedo do que habitualmente e 1 is(;tgtlfjr:]naec:s interessado por sexo do que
acho dificil voltar a dormir
3 Acordo varias horas mais cedo do que costumava e néo 2 Estou muito menos interessado por sexo agora
consigo voltar a dormir 3 Perdi completamente o interesse por sexo
17 N&o fico mais cansado do que o habitual

w NN -~ O

Fico cansado mais facilmente do que costumava
Fico cansado em fazer qualquer coisa

Estou cansado demais para fazer qualquer coisa
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ANEXO B - APROVACAO EM COMITE DE ETICA E PESQUISA

FUNDACAO PUBLICA

ESTADUAL HOSPITAL DE
CLINICAS GASPAR VIANNA

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil biologico e de estilo de vida no transtorno depressivo e sua influéncia no
desfecho do tratamento antidepressivo.

Pesquisadora responsavel: RAIANY SILVA

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 41291515.0.0000.0016

Instituicdo Proponente: Fundagao Publica Estadual Hospital das Clinicas Gaspar Vianna
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.006.107
Data da Relatoria: 26/03/2015

Apresentacdo do Projeto:

O Projeto pretende avaliar o perfil biolégico e de estilo de vida de pacientes com transtorno
depressivo maior e sua influéncia no desfecho do tratamento antidepressivo. Seréo avaliados 40 pacientes
diagnosticados com Depress&o no ambulatério do Hospital de Clinicas Gaspar Vianna, os quais passarao
por avaliagédo minuciosa por escalas e inventarios diagnosticos, avaliagédo da Ingestéo alimentar, avaliagéo
antropométrica, procedimento de coleta de amostras biolégicas, analise da atividade da telomerase, analise
do perfii de mediadores inflamatérios e imunes no sangue periférico, medida dos mediadores
Inflamatérios/Imunes, analise e determinagéo do MiRnoma de sangue periférico e exames de rotina; e seréo
acompanhados por até 12 meses apds o inicio da avaliagéo.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar o perfil de parametros bioquimicos, celulares e epigenéticos em pacientes portadores de
transtorno depressivo maior.
Avaliagao dos Riscos e Beneficios:
Riscos:
Os riscos e desconfortos potenciais deste estudo podem ocorrer no momento da coleta de sangue.

Enderego: Travessa Alferes Costa s/n

Bairro: Bairro Pedreira CEP: 66.087-660
UF: PA  Municipio: BELEM

Telefone: (91) 3276-1770 Fax: (91) 3276-1770  E-mail: comiteticafhegv@yahoo.com.br
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Podendo haver alguma dor decorrente da pung&o da pele. Isto porque, as complicacbes de coleta de
sangue s&o raras e geralmente, de pequeno porte. Se houver pequena perda de sangue da veia no local da
pungdo, ha um pequeno desconforto, que normalmente desaparece em poucos dias. Para diminuir tais
riscos, as coletas de sangue serao realizadas por pessoal especializado e com material estéril e descartavel.
Apesar da seguranga bem estabelecida do Cloridrato de Sertralina, como todo medicamento, ele também
pode ter efeitos colaterais, sendo os mais comuns os seguintes: boca seca, cefaleia, diarreia, retardo
ejaculatério, nauseas, insénia, sonoléncia e tonturas. Tais efeitos colaterais, quando ocorrem, tendem a ser
transitérios e, por isso, bem tolerados. Caso o paciente ndo se sinta bem com o uso deste medicamento,
podera procurar o Ambulatério de pesquisa no Hospital de Clinicas Gaspar Vianna no horario de
atendimento ou contatar a pesquisadora principal pelos meios especificados no Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido. Caso o uso do medicamento se torne intoleravel, o mesmo sera suspenso e o paciente
retirado do grupo de pesquisa e encaminhado para continuidade de seu tratamento em outros ambulatérios
de psiquiatria do proprio Hospital de Clinicas Gaspar Vianna ou para outros servigcos de Saude Mental da
Rede de Saude Mental de Belém e do Estado do Para.

Beneficios:

O principal mérito da proposta é a abrangéncia dos fatores a serem investigados condizentes com
as atuais hipoteses sugeridas para o transtorno depressivo maior e a possibilidade de iniciar o primeiro
ambulatério especializado em depresséo de toda regido Norte do Brasil. Ambulatério este que podera ser
continuado mesmo ap6és o término do estudo. A proposta certamente ¢ inédita nesta regiéo e a abordagem
multidisciplinar envolvendo simultaneamente a caracterizagdo do telémero/telomerase, de um painel
completo de citocinas, miRnoma, e aspectos relacionados ao estilo de vida no mesmo grupo de pacientes é
inédita também na literatura internacional. As analises isoladas j& serdo importantes para conhecermos o
perfil demografico e biolégico de pacientes com transtorno depressivo maior que buscam a FHCGV, hospital
de referéncia em psiquiatria em uma das principais cidades da Regi&do Norte do Brasil.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa de grande importancia médica e cientifica, e com total viabilidade metodolégica para
realizag&o ap0s os ajustes éticos realizados nos riscos aos participantes e no TCLE.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
TCLE e demais documentos foram anexados, e TCLE foi refeito de acordo as recomendagées deste
Comité, estando todos em acordo a Legislagéo vigente.

Enderego: Travessa Alferes Costa s/n

Bairro: Bairro Pedreira CEP: 66.087-660
UF: PA Municipio: BELEM

Telefone: (91) 3276-1770 Fax: (91) 3276-1770 E-mail: comiteticafhegv@yahoo.com.br
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Recomendacgdes:
Estudo com viabilidade e grande relevancia do ponto de vista cientifico, apto a ser executado apos
as modificagées atendidas em aspectos éticos e TCLE.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Pesquisa apta a ser executada, do ponto de vista ético.

Situacgao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

Consideragdes Finais a critério do CEP:

BELEM, 31 de Marco de 2015

Q)
Wado por:
SAUL RASSY CARNEIRO

(Coordenador) ] erTes
ﬂfdaﬂ' o a0 CEP
P ador
Coo‘de F\-\CG\I
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