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RESUMO

Introducio: O Transtorno Depressivo (TD) ¢ considerado um grave problema de satide
publica, multidimensional, e resultante de intmeros fatores sociais, psicoldgicos e
biologicos. O trauma na infancia, caracterizado por experiéncias nocivas e/ou a auséncia
de um ambiente confiavel de suporte e afeto, tem sido associado com uma vulnerabilidade
aumentada para distirbios psiquidtricos relacionados ao estresse, € com alteragdes
distintas da funcdo do eixo Hipotdlamo Pituitdria Adrenal (HPA). Neste contexto,
variantes genéticas no gene que codifica o Receptor do Hormodnio liberador de
Corticotrofina do tipo 1 (CRHRI), bem como sua interacdo com eventos estressores,
podem moderar a sensibilidade do organismo a eventos ambientais especificos. Objetivo:
Investigar o efeito do polimorfismo rs110402 no gene CRHRI na susceptibilidade ao
transtorno depressivo e verificar se esse efeito ¢ moderado pelo trauma na infancia.
Métodos: Este ¢ um estudo transversal de base populacional, realizado na zona urbana
da cidade de Pelotas/RS, com uma amostra composta por 1126 adultos de 18 a 35 anos
de idade. As caracteristicas da amostra foram avaliadas por questiondrio
sociodemografico padrao, o diagnostico de episodio depressivo passado e atual foi
realizado através da entrevista diagnostica MINI 5.0, e o Questiondrio sobre Traumas na
Infancia (QUESI) foi usado para avaliar a presenca de trauma na infancia. O DNA total
foi extraido a partir de leucdcitos e o polimorfismo foi genotipado através de ensaios de
discriminacao alélica por PCR em tempo real. As analises estatisticas foram realizadas
nos programas SPSS 22.0 e no Python. A regressdo logistica binaria foi utilizada para
confirmar as associacdes apOs ajustes para variaveis de confusao, bem como para realizar
a andlise de intera¢do entre o polimorfismo rs110402 no gene CRHRI e o trauma na
infancia. Resultados: Nossa amostra apresentou 42.9% (n=483) dos individuos com
diagnoéstico de depressdo (atual/ ou passado), com maior prevaléncia do transtorno no
sexo feminino (p<0,001), em individuos de classe social baixa (p<0,05), fumantes
(p<0,001), que faziam uso de medicacao psiquiatrica (p<0,001), e que sofreram trauma
na infancia (p<0,001). Nao foi verificada associacao direta do polimorfismo rs110402
com o diagnoéstico de depressdo. Na analise estratificada pelo sexo para avalia¢do do risco
para depressdao usando modelo de interagdo entre trauma na infancia e os genétipos do
polimorfismo rs110402, nossos resultados mostram que homens expostos ao trauma
infantil e portadores do gendtipo GG foram mais suscetiveis a desenvolver transtorno
depressivo. Conclusdo: Nossos resultados reforcam o corpo de evidéncias em torno de
como individuos expostos a traumas na infancia tém maior risco de desenvolver
transtorno depressivo € mostram que esse risco ¢ influenciado por fatores genéticos.

Palavras-chave: trauma na infancia, gene CRHR 1, polimorfismo, depressao, rs110402,

transtorno depressivo, variante genética



ABSTRACT

Introduction: Depressive disorder (DD) is considered a serious public health problem,
multidimensional, and resulting from numerous social, psychological, and biological
factors. Childhood trauma, ameliorated by harmful experiences and/or the absence of a
reliable supportive and affectionate environment, has been associated with an increased
vulnerability to stress-related psychiatric disorders, and with distinct changes in
hypothalamic pituitary adrenal axis (HPA) function. In this context, genetic variants in
the gene encoding the type 1 corticotrophin-releasing hormone receptor (CRHR1), as well
as their interaction with stressful events, can moderate the body's sensitivity to specific
environmental events. Objective: To investigate the effect of the rs110402
polymorphism in the CRHRI gene on susceptibility to depressive disorder and to verify
whether this effect is moderated by childhood trauma. Methods: This is a cross-sectional
population-based study, carried out in the urban area of the city of Pelotas/RS, with a
sample of 1126 adults aged 18 to 35 years old. Sample characteristics were assessed by a
standard sociodemographic questionnaire, the diagnosis of past and current depressive
episodes was made using the MINI 5.0 diagnostic interview, and the Childhood Trauma
Questionnaire (CTQ) was used to assess the presence of childhood trauma. Total DNA
was extracted from leukocytes and polymorphism was genotyped using real-time PCR
discrimination assays. Statistical analyzes were performed using SPSS 22.0 and Python.
Binary logistic regression was used to confirm associations after adjustments for
confounding variables, as well as to perform an interaction analysis between the rs110402
polymorphism in the CRHR gene and childhood trauma. Results: Our sample had 42.9%
(n=483) of individuals diagnosed with depression (current/or past), with a higher
prevalence of the disorder in females (p<0.001), in individuals of low social class (p<O0,
05), smokers (p<0.001), who used psychiatric medication (p<0.001), and suffered trauma
in childhood (p<0.001). There was no direct association of the rs110402 polymorphism
with the diagnosis of depression. In the analysis stratified by sex to assess the risk for
depression using an interaction model between childhood trauma and the rs110402
polymorphism genotypes, our results show that men exposed to childhood trauma and
carriers of the GG genotype were more likely to develop depressive disorder.
Conclusion: Our results reinforce the body of evidence around how individuals exposed
to childhood trauma are at greater risk of developing depressive disorder and show that
this risk is influenced by genetic factors.

Keywords: childhood trauma, CRHRI gene, polymorphism, depression, rs110402,

depressive disorder, genetic variant
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APRESENTACAO

A presente dissertagdo aborda a avaliacdo da interagdo entre Trauma na Infancia
e a variante rs110402 no gene do CRHR1 com o transtorno depressivo. Este trabalho esta
dividido em duas partes: a primeira referente ao projeto, intitulado “Avaliacdo da
interacdo entre Trauma na Infincia e a variante rs110402 no gene do CRHRI com
transtorno depressivo”, e a segunda referente ao consequente artigo originado do projeto.

A parte I — Projeto — estd subdividida em Introdu¢do, Objetivos, Hipodteses,
Revisdo de Literatura, Métodos, Cronograma, Or¢camento e Referéncias.

A parte II — Artigo — diz respeito ao artigo resultante do projeto, intitulado
“Interaction between childhood trauma and CRHR1 genetic variante confers risk for
depression in Men” e esta subdividido em introdu¢do, métodos, resultados e discussao.

O trabalho esta formatado segundo as normas da Associacao Brasileira de Normas
Técnicas (ABNT) e o artigo segue a formatacdo indicada pela revista. Em anexo
encontraram-se a carta de aceite do Comité de Etica em Pesquisa, o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (para maiores de 18 anos) e os instrumentos utilizados

no estudo.
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2. INTRODUCAO

O transtorno depressivo (TD), é resultante de uma complexa interagdo de
fatores sociais, psicologicos e bioldgicos, que age de forma limitante e agravante,
intervindo severamente no funcionamento psicossocial de quem sofre, comprometendo a
qualidade de vida (MOUSSAVI, 2007). A depressdo ¢ caracterizada por uma série de
sintomas, incluindo presenca de humor triste, irritdvel ou deprimido, e perda de prazer ou
interesse em suas atividades didrias. Ainda pode incluir a perda ou ganho de peso
significativos, sentimento de culpa ou inutilidade, dificuldade de concentragdo e fadiga,
e seu diagnoéstico possui algumas condigdes, como episodios distintos de pelo menos duas
semanas de duragdo e apresentar cinco ou mais sintomas durante o mesmo episddio, ou
pelo menos um dos sintomas sendo humor deprimido ou anedonia (Organiza¢do Mundial

da Saude — OMS, 2017).

Segundo a OMS (2018), mais de 322 milhdes de pessoas no mundo, de todas
as idades sofrem com o transtorno, cerca de 11,5 milhdes de brasileiros (5,8% da
populacdo) apresentam ou ja tiveram depressdo ao longo da vida, e 4,4% da populacao,
no mundo (OMS, 2018). O relatorio da OMS enfatiza que a depressdo serd a terceira
maior causa de carga de doengas no mundo, e projetou que a doenga ficara em primeiro

lugar até o ano de 2030 (OMS, 2020).

Eventos estressantes da vida, principalmente aqueles que ocorrem durante
periodos iniciais do desenvolvimento e o estilo parental (atitude dos cuidadores),
preveem um risco maior de desencadeamento de transtornos psiquiatricos na vida adulta
(VARESE etal., 2012). Nesse sentido, o trauma na infancia ¢ definido como a exposicao
cronica da criancga a violéncia, sendo ela fisica, psicoldgica, sexual ou negligéncias,

ameacando a vida, ou integridade, de quem a experimenta. O trauma precoce demonstra
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ser um tipo de estressor com importantes implica¢des no desenvolvimento do individuo
(COATES; GAENSBAUER, 2009; BRAUN; BOCK, 2011). Segundo Martins et al.
(2014) dentre os maus tratos infantis, o abuso emocional ¢ apontado como uma das
experiéncias adversas mais associadas ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos.
De modo geral, individuos com histdria de trauma na infancia tém quatro vezes maior
probabilidade de apresentarem depressdao do que aqueles sem histérico (GAUDIANO;

ZIMMERMAN, 2010).

Heim et al. (2009) encontraram em seu estudo relagdes significativas entre os
maus tratos infantis e o funcionamento do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal (HPA). Em
sua amostra, as mulheres deprimidas com histérico de maus tratos infantis exibiram
aumento do hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH) em resposta ao estresse em
comparagdo ao grupo controle, estas também demonstraram aumento de cortisol quando
expostas a situagdes de estresse psicossocial. Eles sugerem que esta hipersecre¢ao e hiper-
reatividade dos hormonios do eixo HPA podem ser uma consequéncia persistente do
abuso infantil, podendo contribuir para psicopatologia da vida adulta. De fato, altera¢des
na fun¢do do eixo HPA sdo um dos achados mais robustos na hipdtese da fisiopatologia
da depressdo, no qual o quadro de hipercortisolemia acompanha a sintomatologia da
doenga, severidade dos sintomas e resposta ao tratamento farmacologico (KELLER et al.,

2017).

Pesquisas recentes tém focado no impacto que a interagdo entre gene
(herdabilidade genética) e ambiente (vivéncias traumaticas as quais individuos sdo
expostos ao longo da vida) podem provocar no risco de transtorno depressivo. De acordo
com Appel et al. (2011), variantes polimorficas em genes relacionados a moderagdo da
resposta ao estresse impulsionada pelo eixo HPA sao, portanto, candidatos envolvidos

nesta interagcdo gene-ambiente (GxA). O gene que codifica o receptor do tipo 1 para o
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hormonio liberador de corticotrofina (CRHRI1), situado no cromossomo 17g21.31,
desempenha um papel importante na ativagao de vias de transducao de sinal que ativam
aresposta do eixo HPA a eventos estressores (STECKLER; HOLSBOER, 1999, WANG.
et al., 2011, GUILLAUME et al., 2013). Variacdes no gene CRHRI, sdao descritas por
moderar o desenvolvimento de depressdo apds trauma na infancia, contudo,
consequéncias neurobiologicas, persistentes do estresse no inicio da vida, sdo sugeridas
por mediar a vulnerabilidade a depressao na fase adulta em vitimas de trauma na infancia

(HEIM et al., 2009).

Diante disso, ¢ importante uma abordagem integrativa para compreender
como o estresse precoce pode interagir com variantes em genes relacionados ao eixo
HPA, na predisposicdo ao TD. Ressaltamos que, diante da etiologia multifatorial desta
doenga, e considerando a importancia do eixo HPA na resposta ao estresse, o presente
trabalho traz uma abordagem de analise entre o trauma na infancia, como um importante
preditor de risco ao TD, e sua interagdo com uma variante genética no gene do CRHRI
(rs110402) na susceptibilidade aos transtornos psiquiatricos. Dessa forma, nosso estudo
prevé uma melhor compreensdo sobre a resposta dos individuos a eventos estressores

precoces de acordo com sua composi¢do genética no risco de desenvolver o TD.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar o efeito do polimorfismo rs110402 no gene CRHRI do eixo HPA e sua

interacdo com o trauma na infancia na susceptibilidade ao transtorno depressivo em

jovens adultos residentes da cidade de Pelotas/RS.

3.2 Especificos

- Investigar a associa¢cdo do polimorfismo rs110402 no gene CRHRI com o transtorno

depressivo.

- Avaliar caracteristicas sociodemograficas e clinicas associadas ao transtorno

depressivo.

- Avaliar o polimorfismo de acordo com caracteristicas sociodemograficas e clinicas

associadas da amostra.

- Avaliar a interag@o entre o trauma na infancia e polimorfismo rs110402 no gene CRHR ]

na susceptibilidade ao transtorno depressivo.
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4. HIPOTESES

- O genotipo GG do polimorfismo rs110402 no gene CRHRI serd mais frequente nos

individuos com o transtorno depressivo.

- Individuos do sexo feminino, fumantes, que fazem uso de medicacao psiquiatrica e baixa
classe socioecondmica, e com a presenca de trauma na infancia serdo mais predispostos

a depressao.

- A distribui¢do dos gendétipos do polimorfismo rs110402 no gene CRHR I nao iré diferir

de acordo com caracteristicas sociodemograficas e clinicas associadas da amostra.

- A variante de risco GG do polimorfismo rs110402 interage com maus tratos na infancia

aumentando a susceptibilidade para o transtorno depressivo.
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5. REVISAO DE LITERATURA
5.1 Estratégias de busca
A busca bibliografica do presente trabalho foi realizada na base de dados do

PUBMED, com os seguintes descritores (Quadro 1):

Quadro 1. Descritores utilizados para busca bibliografica:

Descritores (com combinacdes e filtros) Encontrados  Selecionados
Polymorphism AND CRHRI 68 8
Polymorphisms AND childhood AND 27 1
depressive disorder

Childhood trauma AND depressive disorder 1 1
AND CRHRI1

rs110402 AND Childhood trauma 10 5
Depressive disorder AND Childhood 11 4
trauma, axis HPA

rs110402 AND Depression 20 8
Depression AND HPA axis AND Childhood 54 19
Trauma

Depression AND Childhood Trauma 985 47
rs110402 AND Childhood Trauma AND 7 6
Depression

TOTAL 1.183 99

5.2 Fundamentagio tedrica

5.2.1 Transtorno Depressivo

O TD ¢ resultante de uma complexa interacao de fatores, ¢ responsavel por
custos sociais alarmantes, sendo um grave problema de satde publica (ABELHA, 2014).
O Brasil lidera sendo o pais com maior prevaléncia de depressao na América latina, 5,8%
da populagao brasileira possui ou teve depressao ao longo da vida, sendo o segundo pais
com alta prevaléncia do transtorno sobre as Américas, ficando atrds somente dos Estados

Unidos que registra 5,9% da populag@o, com um total de 17,4 milhdes de casos (OMS,
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2018). O TD ¢ uma condi¢ao que acarreta um aumento no risco de suicidio, sendo a
segunda maior causa de mortes de pessoas entre os 15 aos 29 anos de idade, com cerca

de 800.000 mortes por ano, vitimas do suicidio (OMS, 2017).

Achados na literatura demonstram que a depressdo ¢ aproximadamente duas
vezes mais prevalente em mulheres do que em homens, provavelmente por fatores como
niveis hormonais, exigéncia social imposta a mulher a nivel sociocultural, ¢ por
diferencas comportamentais quanto a busca de ajuda ou relato de sintomas, na medida em
que as mulheres possuem maior probabilidade de admitir e falar sobre suas emogdes do
que os homens (HEGADOREN et al., 2009; ANSSEAU et al., 2008; GONCALVES &
KAPCZINSKI., 2008). Estimativas de prevaléncia revelam que o TD ocorre em 5,1% das

mulheres e 3,6% dos homens (OMS, 2017).

Segundo o Manual Diagnostico e Estatistico de Transtornos Mentais em sua
quinta edi¢ao (DSM-5) (2014), o TD ¢ composto por alteragdes cognitivas e somaticas
que trazem prejuizos ao desenvolvimento saudavel do individuo. Suas caracteristicas
incluem presenga de humor triste, irritavel ou deprimido ou perda de prazer em atividades
diarias, sentimento de culpa ou inutilidade, perda ou ganho de peso, dificuldade de
concentracdo e fadiga. Seu diagnostico possui condigdes importantes como episodios
distintos de pelo menos duas semanas de duragdo, apresentar cinco ou mais sintomas
durante o mesmo episddio, ou pelo menos um dos sintomas sendo humor deprimido ou
anedonia. Dalgalarrondo (2018), também visualiza o transtorno como uma variedade de
sintomas afetivos, impensados e neurovegetativos, mas além destes, acredita-se que
existem alteragdes na area ideativa: como pessimismo sobretudo, ideias de morte, visao
de um mundo vazio e alteracdes em fungdes organicas, como disfungdes sexuais,

diminuic¢ao da libido e insoOnia.
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A etiologia da depressdao ¢ multifatorial, no qual a interacdo entre fatores
biologicos, psicossociais, culturais € ambientais ao longo da vida pode predizer um risco
aumentado a doenca (CLARK et al., 2017). Estudos propdem que a fisiopatologia da
depressao estd relacionada a algumas hipoteses, como a menor disponibilidade de
serotonina, noradrenalina e/ou dopamina. Além destas suposi¢oes, cascatas de sinalizagao
intracelular, modulagao da expressao dos genes, participacao de fatores neurotroficos, e
a participagdo dos sistemas endocrino e imune também sao consideradas (VISMARI et
al., 2008). A hipotese imunoldgica propde que a elevagao na produgdo de citocinas pro-
inflamatérias resultaria nos sintomas relacionados a depressdao. Além disso foi
investigado alteracdes no sistema neuroendocrino na depressdo, o eixo HPA e sua
conexao com estruturas do sistema limbico, podem vir a predispor ao transtorno
depressivo (CALIL, GUERRA, 2004; SCHIEPERS, WICHERS, MAES, 2005;
CASTREN, VOIKAR, RANTAMAKI, 2007). Em busca de biomarcadores que possam
ajudar no diagndstico clinico da depressdo, fatores genéticos tem sido uma boa
abordagem de investigagdo, uma vez que o transtorno apresenta uma taxa de
herdabilidade em torno de 31% e 42% (SULLIVAN; NEALE; KENDLER, 2000).
Segundo Sullivan et al. (2000) existe ainda uma diferente taxa de herdabilidade de acordo
com o sexo, sendo esta de 25% a 29% para o sexo masculino, e 42% a 49% para o sexo
feminino, o que demonstra a importancia em determinar o efeito cumulativo de variantes
genéticas considerando o sexo. Segundo Mullins e Lewis (2017), acerca do TD, o
Genome-wide association study (GWAS) ja identificou polimorfismos em vdrias vias
fisiopatologicas, apresentando alelos de risco com pequenos efeitos na susceptibilidade
ao transtorno. Um novo desafio sera estabelecer os mecanismos moleculares pelos quais
os GWAS irdo mediar seus efeitos e traduzi-los nos novos biomarcadores e alvos

terapéuticos. Entretanto de particular interesse, devido ao envolvimento nos processos
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associadas a resposta ao estresse, sao variagdes genéticas que ocorrem ao longo do eixo
HPA.

Em contraste com as associagdes genéticas, fatores ambientais como isolamento
social, desemprego, conflitos em relagdes interpessoais, € abusos ou negligéncias sao
determinantes no desencadeamento do transtorno (MUNHOZ, 2012). Segundo Martins
et al. (2011) aproximadamente 60% dos casos de episodios depressivos na fase adulta sao
precedidos de exposicdo a estressores, sendo que experiéncias traumaticas na infancia
estao entre os fatores de risco contribuintes mais potentes para o transtorno depressivo na
idade adulta (HEIM et al., 2010). Além disso, o desenvolvimento do Transtorno
Depressivo ¢ crucialmente dependente das interacdes Gene x Ambiente, através das quais
os efeitos genéticos sao moderados por fatores ambientais especificos. Recentes
evidéncias sugerem que o trauma na infancia molda substancialmente os sistemas
biologicos responsaveis pela regulagao da resposta ao estresse, levando a um aumento da
sensibilidade deste e a respostas aumentadas a estressores subsequentes (KUHLMAN et

al., 2017).

5.2.1.2. Trauma na Infancia

O trauma na infancia ¢ reconhecido como um importante fator de estresse
e desenvolvimento de transtornos psiquiatricos na vida adulta (CRAINE et al., 1988).
Investigado por diferentes areas, a palavra trauma, na origem grega significa ferida, furar.
Na medicina ele ¢ utilizado para caracterizar consequéncias de uma violéncia externa, e
para a psicanalise, Freud deu o significado de ser uma vivéncia violenta na qual era capaz
de romper barreiras protetoras do ego, acarretando situacdes perturbadoras sobre o

psiquismo do individuo (FERREIRA, 1986; LAPLANCHE, 1988; FREUD, 1976).
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Caracterizado por experiéncias nocivas e/ou a auséncia de um ambiente
confidvel de suporte e afeto que proporcione a crianca um bom desenvolvimento
psicobiologico e socioemocional, o trauma na infancia ameaga a vida ou integridade de
quem o experimenta (COATES; GAENSBAUER, 2009). Segundo Bernstein et al.
(1994), ele pode ser categorizado em cinco dimensoes diferentes: abuso fisico, abuso
sexual, abuso emocional, negligéncia fisica e negligéncia emocional. A Organizagao
Mundial de Satde (OMS), define o abuso sexual como contato sexual ndo consensual,
tentado ou efetivado, atos ndo consensuais de natureza sexual que nao envolvem contato,
atos de indole sexual cometidos contra alguém incapaz de recusar ou consentir e
exploragdo on-line sdo algumas das caracteristicas e tipos de violéncia sexual. O abuso
emocional também conhecido como violéncia emocional, inclui atitudes que denigrem,
ridicularizam, ameagam, intimidam, tipos de discriminagao, rejei¢do, outras formas nao
fisicas de tratamento hostil, e situacdes de forgar uma crianga presenciar um ato de
violéncia. O abuso fisico ¢ caracteristico por conter atos violentos, com uso de forga fisica
de forma intencional, ndo acidental e com objetivo de ferir, lesar, provocar dor e
sofrimento, deixando ou ndo marcas evidentes no corpo, € as negligéncias sao descritas

como omissdo pela qual se deixou de prover necessidades e cuidados basicos para o

desenvolvimento fisico, emocional ou social da vitima (OMS 2016).

Os dados apresentados pela OMS em seu relatério global sobre prevencao da
violéncia, no ano de 2014, revelaram que 36% das criangas no mundo sofreram violéncia
psicoldgica ao longo da vida. Segundo o estudo realizado por Viola et.al. (2016),
observou-se que a Europa ¢ a Asia apresentavam as estimativas mais baixas de maus
tratos infantis € a América do Sul as mais altas entre os continentes, sendo o Brasil o pais

com maiores estimativas de maus tratos contra criangas no mundo. Em uma pesquisa
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realizada pelo Ministério da Satde, em 2011 os dados apresentaram 14.625 notificagdes
de violéncia doméstica na infancia e na adolescéncia, na maioria dos casos, 0s agressores
foram identificados como os pais ou familiares proximos (WAISELFIISZ, 2012).
Segundo a OMS (2016), um quarto de todos os adultos relatam ter sofrido abusos fisicos
quando criangas, em média, uma em cada cinco mulheres e um em cada treze homens
foram abusados sexualmente na infancia. Importante salientar que, a violéncia vivenciada
no ambito familiar ¢ mais prejudicial a vitima, pois ocasiona em um rompimento da
confianca com as figuras parentais, que deveriam prover seguranga ¢ bem-estar

(BORGES; DELL’AGLIO, 2008).

Sofrer maus tratos na infancia acarreta inimeras consequéncias negativas e
prejuizos na vida adulta, a experiéncia de trauma esta associada a um amplo espectro de
transtornos mentais, como o desenvolvimento de sintomas tipicos relacionados a
depressao, transtorno de humor bipolar, menor qualidade de vida, comportamentos de
risco, ou até suicidio (GREEN et al., 2010; SALA et al., 2014; AFIFI et al., 2007;
WIERSMA et al., 2009). Segundo Xie et al., (2018) 55,5% dos individuos de sua amostra
diagnosticados com transtorno depressivo vivenciaram pelo menos um dominio de
trauma na infancia; 61,8% dos individuos diagnosticados com Transtorno Bipolar
também sofreram trauma na infancia, enquanto os individuos com Transtorno Bipolar
que ndo sofreram trauma infantil tiveram prevaléncia de 20,5%. De fato, outro estudo
demonstrou que individuos com histérico de maus tratos infantis sao 2,8 a 3,7 vezes mais

propensos a desenvolver depressao na idade adulta (NELSON et al., 2017).

Alguns fatores como idade em que sofreu maus tratos, responsividade dos
pais ap6s a exposi¢ao dos filhos a estressores, tipo de maus tratos e tipo de psicopatologia

ou distarbio podem influenciar em perturbacao no eixo HPA (NEMEROFF et al., 2003;
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VON WERNE BAES et al., 2012). Diferentes tipos de traumas na infancia podem
modular padroes divergentes de ativacao do eixo HPA e do sistema imunologico (VON

WERNE BAES 2012).

A exposicao precoce ao estresse foi associada com aumento da inflamagao, e
uma desregulacdo da retroalimentacdo negativa do eixo HPA mediada por
glicocorticoides, assim como um aumento da reatividade do cortisol na idade adulta
(BAUMEISTER et al., 2016; BALDWIN et al., 2018). Segundo Nemeroff e Binder
(2014), essas alteragdes neuroendocrinas € neuroimunes apos maus tratos experienciados
na infancia aumentam significativamente a vulnerabilidade a reatividade ao estresse ao

longo da vida e o risco para o inicio de episodios depressivos.

Dentre os subtipos de trauma que podem ser vivenciados pela crianga, o
trauma emocional tende a ocorrer por periodos mais longos, com um estado crénico, que
pode influenciar a atividade do eixo HPA, e alteragdes de padrdes comportamentais
(CARPENTER et al., 2009). Segundo Kuhlman et al., (2015), o abuso emocional também
esta associado a diminuigdo das respostas do cortisol, enquanto o dominio de abuso fisico

foi associado a reatividade mais rapida do eixo, quando experienciado o estresse agudo.

5.2.1.3. Eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal ao Estresse

O eixo HPA ¢ um eixo neuroenddcrino, que ¢ constituido por trés
estruturas, o hipotalamo, a glandula pituitaria e a glandula adrenal, o qual efetua um papel
fundamental em resposta a estimulos e estressores psicologicos, mediando a principal
resposta adaptativa. (YOUNG et al., 1995, JURUENA., 2004). Segundo Sandi e Haller
(2015) o funcionamento do eixo pode ser dividido em 3 padrdes temporais distintos:

pulsos ultradianos basais, flutuagdo circadiana basal e atividade induzida por estimulos
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estressores que mantém a homeostase corporal. Cada uma das estruturas do eixo HPA
secreta um sinal hormonal fornecendo a interacdo funcional do eixo, onde o nucleo
hipotalamico calcula e integra uma rede neuronal para ativar um grupo de células que
sintetiza e secreta o hormoénio liberador de corticotrofina (CRH) pelo sistema porta-
hipofisario (Figura 1). O CRH ¢ constituido por 41 aminoacidos, sintetizado por um
precursor de 91 aminoacidos chamados pré-pré6 CRH, exercendo sua funcao ao se ligar
aos seus receptores de membrana celular acoplado a proteina G dos subtipos 1 (CRHR1)
e 2 (CRHR2). A ativacao dos receptores para CRH promove o aumento dos niveis
intracelulares de Monofosfato de Adenosina Ciclico (AMPc) e o influxo de célcio,
levando a fosforilacao da proteina cinase A (PKA) intracelular e de complexos protéicos
que resulta no aumento da transcricdo do gene pré-opiomelanocortina (POMC), o
percurso imediato do hormoénio adrenocorticotréfico (ACTH) e da beta endorfina
(AYALA, 2002; NEMEROFF, 1996). O CRH, como um importante hormdonio mediador
da resposta neuroendodcrina, atua com maior afinidade no seu receptor CRHR1 presente
na hipéfise onde desencadeia a liberagdo ACTH da hipoéfise anterior, o qual por sua vez
estimula a producao e liberagao de glicocorticoides (cortisol) pela glandula adrenal (HSU
et al, 2012; LARYEA, ARNETT, MUGLIA, 2012). O cortisol, uma vez liberado, atua
por meio de seus receptores, receptores Glicocorticoides (RG) e receptores de
mineralocorticoides (RM) e exerce uma gama de efeitos orquestrando a resposta
sistémica ao estresse. Através de um mecanismo de retroalimentacao negativa, o cortisol
inibe a secre¢do do ACTH pela hipotise e do CRH pelo hipotalamo restabelecendo o
estado homeostatico em respostas adaptativas (AYALA, 2002; SPENCER, DEAK;

2017).

Experiéncias consideradas estressantes, como a vivéncia de traumas

costumam ser um estimulo para secrecdo de cortisol. A resposta neuroendocrina ao
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estresse ¢ essencial para a recuperacdo subsequente de ameacgas ambientais que
interrompem a homeostase, ¢ o funcionamento cerebral para garantir uma resposta
comportamental adequada ao estressor. Entretanto, a mal adaptagao induzida por estresse
pode fornecer uma base mecanicista para a susceptibilidade alterada ao estresse mais
tarde na vida (SANDI E HALLER, 2015; VAN BODEGOM et al., 2017). O conceito de
estresse ¢ entendido como um mecanismo de resposta e defesa que permite ao organismo
reagir ¢ adaptar-se em frente a um estimulo potencialmente nocivo, assim ajudando a
manter sua homeostasia (SZABO, 1985). Segundo Hans Selye (1959), um dos primeiros
estudiosos sobre o assunto, o estresse estd inerente a toda doenca, ¢ desencadeia uma agao
orquestrada do organismo definida como Sindrome Geral de Adaptacao (SGA), um
conjunto de respostas nao especificas que desenvolve-se em trés fases, reacdo de alarme
(RA), fase de resisténcia (FR), e fase de exaustdo (FE), compreendendo na dilatacdo do
cortex da supra renal, atrofia dos orgaos linfaticos e ulceras gastrointestinais, além de

perda de peso e outras alteragdes (TAN; YIP, 2018).

Segundo Carr et al. (2013), o conceito de estresse na infancia é bastante amplo
e inclui as diferentes experiéncias traumaticas que ocorrem durante a infincia e
adolescéncia, gerando grandes repercussdes e preocupacdes, ndo s6 no momento, mas
também as mudancas significativas na idade adulta. Investigacdes sobre a ligacao entre
maus-tratos na infancia e a desregulagao do eixo HPA na idade adulta tem sido observado,
estudos recentes tém mostrado que pacientes com depressao e historico de abuso na
infancia s3o mais propensos a mostrar hiperatividade do eixo HPA, também foi concluido
que a partir desses estudos, que maus tratos na infancia podem levar a interrupgdes no
funcionamento do eixo HPA, e o tipo de violéncia pode influenciar o grau e o padrao de

perturbagdo ao eixo. A linha de base e ativacdo do eixo HPA induzida por estresse foi
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descrita como sendo aumentada ou reduzida apos a vivéncia de trauma na infancia (VON

WERNE BAES et al., 2012; NEMEROFF et al., 2003).

Alteragdes no funcionamento do eixo HPA também estdo associadas a
psicopatologias, quando o eixo HPA ¢ ativado por um longo periodo e os niveis de
glucocorticoide sao cronicamente elevados, pode ocorrer alteragdes no cérebro, podendo
levar ao desencadeamento do TD e de transtornos de ansiedade (WARDENAAR et al.,

2011; LI et al., 2019).

Hipotalamo

Hipofise
anterior

Gléndula
adrenal

Cortisol

Mudangas fisiologlcas
de apoio 3 resposta
de luta-ou-fuga

Figura 1. Mecanismo de funcionamento do eixo Hipotalamo-Pituitdria-Adrenal.!

! Figura disponivel em: http://www.psiquiatriageral.com.br/cerebro/texto13.htm
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5.2.2 Variag¢oes no gene CRHR1

O gene que codifica o CRHR1 esta localizado no brago longo do cromossomo
17921-31, e abrange 51kb de DNA gendmico, contendo 13 éxons. Expresso em diferentes
tecidos cerebrais, o CRHRI est4d presente no hipotdlamo, cortex cerebelar, hipofise,

amigdala e nucleo accumbens (HSU et al. 2012).

Polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) neste gene tém sido associados a
diferentes tipos de transtornos psiquiatricos, acredita-se que a desregulagdo no eixo possa
estar acompanhada ou ser fruto de variacdes genéticas, gerando uma busca por
associacdes entre genes importantes para o funcionamento do eixo e diferentes
transtornos (JURUENA, 2014). A regiao promotora do gene do CRH contém tipos de
ligagdes para diferentes elementos de respostas, um exemplo ¢ o que ocorre com 0s
glicocorticoides permitindo que fatores externos possam controlar a transcri¢ao do seu
gene. Desregulacdes neste sistema sdo altamente relevantes para uma variedade de

psicopatologias.

Dentre os polimorfismos que ocorrem no gene do CRHRI, o rs110402 tem
sido amplamente estudado no contexto de transtornos psiquiatricos (JURUENA, 2014).
Esse polimorfismo demonstrou ser um moderador importante do trauma na infancia no
funcionamento do eixo HPA, e no desencadeamento do TDM (ISHITOB et al., 2012;
TYRKA et al., 2009; RESSLER et al., 2010). Em um estudo realizado por Polanczk et
al., (2009) o alelo A no rs110402 apresentou relacdo com o transtorno depressivo,
contudo com efeito protetor contra a depressao, em individuos expostos a maus tratos na

infancia.
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Em um importante estudo realizado por Bradley et al. (2008) relatou o
seguinte, a interacdo entre trauma na infancia e polimorfismos no gene CRHR estiveram
envolvidos na regulagdo da resposta ao estresse ¢ depressao na idade adulta. A amostra
era composta por uma populagdo afro-americana que experienciaram niveis altos de
exposicao ao trauma, como abuso fisico, sexual e emocional durante a infancia. Também
foi encontrado um haplétipo TAT especifico de SNPs no CRHRI envolvendo rs110402,
157209436 e 15242924 com efeito protetor contra a depressao para individuos que foram
expostos a nivel grave de trauma na infancia. Outro estudo mostrou que um genétipo do
CRHRI pode moderar o efeito de maus tratos na infancia nas respostas ao cortisol na
idade adulta, individuos psiquiatricamente saudaveis que experimentaram niveis graves
de trauma na infancia e que possuem o haplétipo protetor do CRHRI, rs110402 e
15242924 nao apresentaram aumento na resposta do cortisol ao estresse, do que aqueles
individuos que carregam outros genotipos. Eles também descobriram que aqueles
individuos saudaveis sem historico de maus tratos, nao mostraram variagdes genéticas, o
que sugere que o nivel de cortisol e consequéncias sao mediadas pela interagdo gene x

ambiente no inicio da vida (TYRKA et al., 2008).

6. METODOLOGIA
6.1 Delineamento e Amostra

O estudo seguiu um delineamento do tipo transversal de base populacional como
parte de um estudo maior intitulado “Estudo do temperamento e transtornos psiquiatricos
na interface entre psiquiatria, psicologia e neurociéncias”, aprovado pelo comité de ética
da Universidade Catolica de Pelotas (UCPel), protocolo 2010/15 (ANEXO A). A selegao
amostral foi realizada por conglomerados, considerando a populagdo de

aproximadamente 97 mil adultos de 18 a 35 anos de idade e a divisdao censitaria de 448
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setores na cidade de Pelotas, ambos fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE). O calculo do tamanho amostral foi realizado com base em parametros
de confiabilidade de 95%, poder de 80%, prevaléncia do desfecho de 10% e menor
prevaléncia esperada de 8%, estimando um numero de 1126 adultos, a serem avaliados
em 448 setores censitarios, com pulo de dois domicilios entre os sorteados. E o calculo
do tamanho amostral realizado com o objetivo de determinar o tamanho minimo
necessario para que seja detectada uma diferenca entre os portadores das diferentes
variantes genéticas foi analisado pelo programa Openepi. O célculo utilizou parametros
de confiabilidade de 95%, poder de 80%, considerando como base uma proporcao de 44%
do alelo A de menor frequéncia para o polimorfismo do rs110402, e chegando a um

numero de 311 individuos.

6. 1. 1 Critérios de elegibilidade

6. 1. 1. 1 Critérios inclusao

Os participantes tinham entre 18 e 35 anos de idade;

Residiam na zona urbana de Pelotas-RS bem como no domicilio sorteado;

6. 1. 1. 2 Critérios exclusdo

Foram excluidos do estudo individuos incapazes de responder a entrevista por

problemas fisicos ou cognitivos.

6. 2 Procedimentos e Instrumentos
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6.2.1 Caracterizacao da amostra
As caracteristicas da amostra foram determinadas através do questionario
sociodemografico [Anexo C], incluindo avaliagdo socioecondmica, sendo feita através do

uso do Indicador Econdmico Nacional (IEN).

6.2.2 Critérios diagndsticos e medidas psicologicas

6.2.2.1 Mini Internacional Neuropsychiatric Interview (MINI)

A entrevista diagnostica MINI, foi utilizada para o diagnostico de episodios
de Transtorno Depressivo [Anexo E]. A Mini ¢ uma entrevista clinica estruturada, que
dura de 15 a 30 minutos, baseada nos critérios do DSM, esta entrevista explora os
principais Transtornos Psiquiatricos do Eixo I, através de modulos. A versao utilizada
neste trabalho ¢ a 5.0, baseada nos critérios diagnosticos do DSM-IV. O modulo A desta
versdo detecta a presenca de Transtorno Depressivo pela ocorréncia de episddios
depressivos. Esta entrevista ¢ amplamente utilizada em pesquisas, por ser de aplicagao

rapida e ter bons indices de sensibilidade e especificidade.

6.2.2.2 Questionario sobre Traumas na Infancia (QUESI)

O trauma na infincia foi avaliado pelo QUESI, um inventério de autorrelato
composto por 28 itens de autoria de Bernstein et al. (2003) traduzido e validado para o
Brasil (GrassiOliveira et al. 2006; Grassi-Oliveira et al. 2014), que investiga
retrospectivamente a ocorréncia e intensidade de trauma em cinco dominios: abuso fisico,
abuso emocional, abuso sexual, negligéncia fisica e negligéncia emocional [Anexo D]. O
QUESI fornece pontos de corte para cada subescala sendo dividido em nenhum/baixo,

baixo/moderado, moderado/grave e grave/extremo. A escala também inclui uma escala
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de minimizagao/negacao de trés itens (questoes 10, 16 e 22) desenvolvidas para detectar
a subnotificacdo de maus-tratos (ou seja, uma tendéncia de gerenciamento de impressao
positiva; Bernstein et al.,, 2003). Em nosso estudo, individuos com trauma
moderado/grave e grave/extremo em pelo menos um dos dominios avaliados pela escala
serdo considerados expostos ao trauma (pontuagao de corte >10 abuso fisico, >13 abuso
emocional, >8 abuso sexual, >10 negligéncia fisica e >15 por negligéncia emocional).
Enquanto individuos que pontuaram nenhum/baixo e baixo/minimo em todos os dominios

serdo considerados como ndo expostos ao trauma.

6.2.3 Coleta de material biologico

As amostras de sangue foram realizadas por uma equipe de bioquimicos e
enfermeiros através de puncao venosa de 10 ml de sangue apds a entrevista Clinica. O
sangue coletado foi centrifugado e o DNA total foi extraido a partir de leucocitos
utilizando-se o método descrito por Lahiri € Nurnberger (1987). Posteriormente o DNA
total foi quantificado por espectrofotometria e armazenado a -20°C até a analise

molecular.

6.2.4 Analise do Polimorfismo

O polimorfismo foi genotipado através de ensaios de discriminacao alélica
por PCR em tempo real no termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, EUA). Foram utilizados primers e sondas contidos no
ensaio de genotipagem personalizado TagMan 40x (Life Technologies, Foster City, CA,
EUA). As reagdes foram conduzidas em uma placa de 96 pogos, em um total de 5 ul de
volume de reagdo usando 2 ng de DNA gendmico, TagMan Genotyping Master Mix 1x

(Applied Biosystems) e Custom TaqMan Genotyping Assay 1x. Em seguida, as placas
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foram posicionadas em um termociclador PCR em tempo real (sistema 7500 Fast Real
PCR; Applied Biosystems) e aquecidas por 10 minutos a 95°C, seguidas de 40 ciclos de
95°C por 15 se 60°C por 1 min. Os arquivos de dados de fluorescéncia de cada placa
foram analisados usando o software System Sequence Detection v.1.4 (Applied

Biosystems).

6. 2. 5 Coleta de dados

Os adultos jovens que atendiam os critérios de inclusdo e residente dos
domicilios sorteados foram convidados a participar do estudo, e apds o aceite e assinarem
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO B), foi agendada uma visita
domiciliar realizada no periodo da manha por psicologos treinados que usavam laptops
individualmente contendo uma versao eletronica de cada instrumento usado para coletar
dos dados. A coleta de sangue foi realizada por uma equipe de bioquimicos e enfermeiros

através de puncdo venosa de 10 ml de sangue ap6s a aplicagdo dos questiondrios.

6.3 Analise dos dados

Os questiondrios foram digitados e codificados diretamente no programa
Epilnfo6 no momento da entrevista. A frequéncia genotipica e alélica do polimorfismo
selecionado foi estimada por contagem direta dos alelos e o equilibrio de Hardy-

Weinberg foi testado pelo teste Qui-quadrado (x2).

As outras analises foram realizadas no programa Statistical Package for the Social
Science 22.0 (SPSS 22.0), e o grafico gerado no programa GraphPad Prism 6.0. As
caracteristicas sociodemograficas e clinicas foram comparadas utilizando os testes Qui-

quadrado (), seguido do teste post-hoc de Bonferroni para variaveis categoricas e teste
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T ou andlise de variancia (ANOVA) para variaveis continuas. A regressao logistica
binaria foi utilizada para confirmar as associagdes ¢ realizar os ajustes para variaveis de
confusdo, bem como para realizar a analise de moderagao e testar a interacdo entre os

SNPs/haploétipo no gene CRHRI e o trauma na infancia.

6.3.1 Divulgacdo dos Resultados
Os resultados obtidos a partir dessa dissertacdo serdo divulgados como um
artigo cientifico em revista indexada, congressos e palestras, a fim da ciéncia estar

acessivel a populagao.

6.4 Aspectos Eticos

Foram respeitados todos os principios éticos estabelecidos pelo Conselho
Nacional de Saude na Resolugao N° 466 de 12 de dezembro de 2012. Sendo assegurado
o direito a confidencialidade dos dados ¢ o cuidado na utilizacdo das informacdes nos
trabalhos escritos, de modo que os participantes nao possam ser identificados. As pessoas
que apresentaram transtornos psiquiatricos receberam encaminhamento para atendimento
psicolégico/psiquiatrico no Campus da Satde da UCPel. Esta pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UCPEL sob o protocolo niimero 2010/15 [Anexo A].
Todos os individuos que aceitaram participar da pesquisa assinaram o termo de

consentimento livre e esclarecido [Anexo B].

6.4.1 Riscos
- Desconforto ao responder as questdes avaliadas pelos questionarios psicoldgicos

padronizados.

- Dor e vermelhidao local na regido da coleta de material biologico.



6.4.2 Beneficios

41

Além de gerar informagdes que vem a contribuir com a comunidade

cientifica, os participantes identificados com transtornos psiquidtricos receberam

encaminhamento adequado para atendimento psicoldgico.

7. Cronograma

Atividades
Ano

2020

2021

Meses

1° trimestre

2° trimestre

3° trimestre

4° trimestre

1° trimestre

2° trimestre

3° trimestre

4° bimestre

Revisdo de literatura

Elaboragdo do Projeto

Qualificagdo

Analise dos dados

Elaboragao do artigo

Entrega ao orientador

Revisdo e redagao final

Entrega a banca

Defesa da pesquisa

Revisdo do artigo pds-banca

Submissao de artigo a revista

Obs: As etapas de treinamento, estudo piloto, coleta de dados e experimentos bioquimicos

ndo foram inseridas no cronograma, visto que ja aconteceram.

8. Orcamento

A estimativa de custo total da pesquisa “Estudo do temperamento e

transtornos psiquidtricos na interface entre psiquiatria, psicologia e neurociéncias”, da
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qual esta pesquisa faz parte, foi de R$ 695.250,00 com financiamento do Programa de

Apoio a Nucleos de Exceléncia (PRONEX).



43

9, REFERENCIAS

ABELHA, Lucia. Depressao, uma questao de saude publica. Caderno Saude Coletiva,
v.22,n. 3, p.223, 2014.

AFIFI, Tracie O. et al. Child abuse and health-related quality of life in adulthood. The
Journal of nervous and mental disease, v. 195, n. 10, p. 797-804, 2007.

AFIFI, Tracie O. et al. Childhood adversity and personality disorders: results from a
nationally representative population-based study. Journal of psychiatric research, v.
45, n. 6, p. 814-822, 2011.

AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION et al. DSM-5: Manual diagnéstico e
estatistico de transtornos mentais. Artmed Editora, 2014.

ANSSEAU, Marc et al. Socioeconomic correlates of generalized anxiety disorder and
major depression in primary care: the GADIS II study (Generalized Anxiety and
Depression Impact Survey II). Depression and Anxiety, v. 25, n. 6, p. 506-513, 2008.

AYALA, Alejandro R. Antagonistas do hormonio liberador da corticotrofina: atualizacao
e perspectivas. Arquivos Brasileiros de Endocrinologia & Metabologia, v. 46, n. 6, p.
619-625, 2002.

BERNSTEIN, David P. et al. Initial reliability and validity of a new retrospective measure
of child abuse and neglect. The American journal of psychiatry, 1994.

BORGES, Jeane Lessinger; DELL'AGLIO, Débora Dalbosco. Abuso sexual infantil:
indicadores de risco e conseqiiéncias no desenvolvimento de criangas. Interamerican
Journal of Psychology, v. 42, n. 3, p. 528-536, 2008.

BALDWIN, Jessie R. et al. Childhood victimization and inflammation in young
adulthood: A genetically sensitive cohort study. Brain, behavior, and immunity, v. 67,
p. 211-217, 2018.

BAUMEISTER, David et al. Childhood trauma and adulthood inflammation: a meta-
analysis of peripheral C-reactive protein, interleukin-6 and tumour necrosis factor-
o. Molecular psychiatry, v. 21, n. 5, p. 642-649, 2016.

BRADLEY, Rebekah G. et al. Influence of child abuse on adult depression: moderation
by the corticotropin-releasing hormone receptor gene. Archives of general psychiatry,
v. 65, 1. 2, p. 190-200, 2008.

BRAUN, Katharina; BOCK, Joerg. The experience-dependent maturation of prefrontal-
limbic circuits and the origin of developmental psychopathology: implications for the



44

pathogenesis and therapy of behavioural disorders. Developmental Medicine & Child
Neurology, v. 53, p. 14-18, 2011.

BERNSTEIN, David P. et al. Development and validation of a brief screening version of
the Childhood Trauma Questionnaire. Child abuse & neglect, v. 27, n. 2, p. 169-190,
2003.

Nemeroff CB, Binder E. The Preeminent Role Of Childhood Abuse and Neglect in
Vulnerability to Major Psychiatric Disorder: Toward Elucidating the Underlying
Neurobiological Mechanism. J Am Acad Child Adolesc Psychiatry, v. 53, p 395 -397,
2014.

CLARK, Lee Anna et al. Three approaches to understanding and classifying mental
disorder: ICD-11, DSM-5, and the National Institute of Mental Health’s Research
Domain Criteria (RDoC). Psychological Science in the Public Interest, v. 18, n. 2, p.
72-145, 2017.

COATES, Susan; GAENSBAUER, Theodore J. Event trauma in early childhood:
Symptoms, assessment, intervention. Child and Adolescent Psychiatric Clinics, v. 18,
n. 3, p. 611-626, 2009.

CRAINE, Leigh Steiner et al. Prevalence of history of sexual abuse among female
psychiatric patients in a state hospital systen. Servi¢os psiquiatricos, v. 39, n. 3,
pag. 300-304, 1988.

CARPENTER, Linda L. et al. Effect of childhood emotional abuse and age on cortisol
responsivity in adulthood. Biological psychiatry, v. 66, n. 1, p. 69-75, 2009.

CARR, Clara Passmann et al. The role of early life stress in adult psychiatric disorders: a
systematic review according to childhood trauma subtypes. The Journal of nervous and
mental disease, v. 201, n. 12, p. 1007-1020, 2013.

CASTREN, Eero; VOIKAR, Vootele; RANTAMAKI, Tomi. Role of neurotrophic
factors in depression. Current opinion in pharmacology, v. 7, n. 1, p. 18-21, 2007.

CALIL, H.M. GUERRA A.BG. Depressao: uma doenca mental? Ciéncia Hoje. v. 34, n.
301, p.28-37, 2004.

DALGALARRONDO, Paulo. Psicopatologia e semiologia dos transtornos mentais.
Artmed Editora, 2018.

FREUD, Sigmund. Moisés e o monoteismo (1939). Edicao standard brasileira das
obras psicolégicas completas de Sigmund Freud, v. 23, 1976.



45

GUILLAUME, Sebastien et al. HPA axis genes may modulate the effect of childhood
adversities on decision-making in suicide attempters. Journal of Psychiatric Research,
v.47,n. 2, pag. 259-265, 2013.

GONCALVES, Daniel Maffasioli; KAPCZINSKI, Flavio. Prevaléncia de transtornos
mentais em individuos de uma unidade de referéncia para Programa Satde da Familia em
Santa Cruz do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil. Cadernos de Saude Publica, v. 24, p.
2043-2053, 2008.

GREEN, Jennifer Greif et al. Adversidades na infancia e transtornos psiquidtricos em
adultos na replicacdo da pesquisa nacional de comorbidade I: associagdes com o primeiro
inicio de transtornos do DSM-IV. Arquivos de psiquiatria geral, v. 67, n. 2, pag. 113-
123, 2010.

GAUDIANO, Brandon A.; ZIMMERMAN, Mark. The relationship between childhood
trauma history and the psychotic subtype of major depression. Acta Psychiatrica
Scandinavica, v. 121, n. 6, p. 462-470, 2010.

HEGADOREN, Kathy et al. As muitas faces da depressao na aten¢ao primaria. Texto &
Contexto-Enfermagem, v. 18, n. 1, pag. 155-164, 2009.

HSU, David T. et al. Variation in the corticotropin-releasing hormone receptor 1
(CRHR1) gene influences fMRI signal responses during emotional stimulus
processing. Journal of Neuroscience, v. 32, n. 9, p. 3253-3260, 2012.

HEIM, Christine et al. Effect of childhood trauma on adult depression and neuroendocrine
function: sex-specific moderation by CRH receptor 1 gene. Frontiers in behavioral
neuroscience, v. 3, p. 41, 2009.

HEIM, Christine et al. Neurobiological and psychiatric consequences of child abuse and
neglect. Developmental psychobiology, v. 52, n. 7, p. 671-690, 2010.

IN, F. A. T. O. FERREIRA, ABH Novo Dicionario Aurélio da Lingua Portuguesa. Rio
de Janeiro: Nova Fronteira, p. 614, 1986.

ISHITOBI, Yoshinobu et al. Association of CRHR1 and CRHR2 with major depressive
disorder and panic disorder in a Japanese population. American Journal of Medical
Genetics Part B: Neuropsychiatric Genetics, v. 159, n. 4, p. 429-436, 2012.

JURUENA, Mario F. Early-life stress and HPA axis trigger recurrent adulthood
depression. Epilepsy & Behavior, v. 38, p. 148-159, 2014.

JURUENA, Mario F.; CLEARE, Anthony J.; PARIANTE, Carmine M. The
hypothalamic pituitary adrenal axis, glucocorticoid receptor function and relevance to
depression. Brazilian Journal of Psychiatry, v. 26, n. 3, p. 189-201, 2004.



46

KUHLMAN, Kate Ryan et al. Developmental psychoneuroendocrine and
psychoneuroimmune pathways from childhood adversity to disease. Neuroscience &
Biobehavioral Reviews, v. 80, p. 166-184, 2017.

KUHLMAN, Kate R. et al. Differential associations between childhood trauma subtypes
and adolescent HPA-axis functioning. Psychoneuroendocrinology, v. 54, p. 103-114,
2015.

KELLER, Jennifer et al. HPA axis in major depression: cortisol, clinical symptomatology
and genetic variation predict cognition. Molecular psychiatry, v. 22, n. 4, p. 527-536,
2017.

LAPLANCHE, Jean; PONTALIS, Jean-Bertrand. Vocabuldrio da psicanalise.
In: Vocabulario da psicanalise. 1988. p. 707-707

LAHIRI, D.K.; NURNBERGER, J.I. Jr. A rapid non-enzymatic method for the
preparation of HMW DNA from blood for RFLP studies. In: Nucleic Acids Res. v. 19,
p.5444. 1991.

LARYEA, Gloria; ARNETT, Melinda G.; MUGLIA, Louis J. Behavioral studies, and
genetic alterations in corticotropin-releasing hormone (CRH) neurocircuitry: insights into
human psychiatric disorders. Behavioral sciences, v. 2, n. 2, p. 135-171, 2012.

LI, Jianguo et al. Effects of corticosterone on the expression of mature brain-derived
neurotrophic  factor (mBDNF) and proBDNF in the hippocampal dentate
gyrus. Behavioural brain research, v. 365, p. 150-156, 2019.

MENKE, Andreas et al. Childhood trauma dependent anxious depression sensitizes HPA
axis function. Psychoneuroendocrinology, v. 98, p. 22-29, 2018.

MARTINS, Camila Maria Severi et al. Analysis of the occurrence of early life stress in
adult psychiatric patients: a systematic review. Psychology & Neuroscience, v. 4, n. 2,
p. 219-227,2011.

MARTINS, Camila Maria Severi et al. Emotional abuse in childhood is a differential
factor for the development of depression in adults. The Journal of nervous and mental
disease, v. 202, n. 11, p. 774-782, 2014.

MELHEM, Nadine et al. Biomarkers in the HPA axis and inflammatory pathways for
suicidal behavior in youth. Psychoneuroendocrinology, n. 61, p. 43, 2015.

MOUSSAVI, Saba et al. Depression, chronic diseases, and decrements in health: results
from the World Health Surveys. The Lancet, v. 370, n. 9590, p. 851-858, 2007.



47

MUNHOZ, Tiago Neuenfeld. Prevaléncia e fatores associados a depressio em
adultos: estudo de base populacional. 2012. Dissertacdo de Mestrado. Universidade
Federal de Pelotas.

MULLINS, Niamh; LEWIS, Cathryn M. Genetics of depression: progress at
last. Current psychiatry reports, v. 19, n. 8, p. 43, 2017.

NELSON, Janna et al. Childhood maltreatment and characteristics of adult depression:
meta-analysis. The British Journal of Psychiatry, v. 210, n. 2, p. 96-104, 2017.

NEMEROFF, Charles B. The corticotropin-releasing factor (CRF) hypothesis of
depression: new findings and new directions. Mol. Psychiatry, v. 1, p. 336-342, 1996.

NEMEROFF, Charles B. et al. Respostas diferenciais a psicoterapia versus
farmacoterapia em pacientes com formas cronicas de depressao maior e trauma
infantil. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 100, n. 24, p. 14293-
14296, 2003.

PITSILLOU, Eleni et al. The cellular and molecular basis of major depressive disorder:
towards a unified model for understanding clinical depression. Molecular biology
reports, v. 47, n. 1, p. 753-770, 2020.

RESSLER, Kerry J. et al. Polymorphisms in CRHR1 and the serotonin transporter loci:
genex genex environment interactions on depressive symptoms. American Journal of
Medical Genetics Part B: Neuropsychiatric Genetics, v. 153, n. 3, p. 812-824, 2010.

ROY, Alec et al. Two HPA axis genes, CRHBP and FKBPS5, interact with childhood
trauma to increase the risk for suicidal behavior. Journal of psychiatric research, v. 46,
n. 1, p. 72-79, 2012.

RUTTER, Michael. The interplay of nature, nurture, and developmental influences: the
challenge ahead for mental health. Archives of General Psychiatry, v. 59, n. 11, p. 996-
1000, 2002.

SCHIEPERS, Olga JG; WICHERS, Marieke C.; MAES, Michael. Citocinas e depressao
maior. Progress in Neuro-Psychopharmacology and Biological Psychiatry, v. 29, n. 2,
pag. 201-217, 2005.

SALA, Regina et al. Childhood maltreatment and the course of bipolar disorders among
adults: epidemiologic evidence of dose-response effects. Journal of affective disorders,
v. 165, p. 74-80, 2014.

SANDI, Carmen; HALLER, Jozsef. Stress and the social brain: behavioural effects and
neurobiological mechanisms. Nature Reviews Neuroscience, v. 16, n. 5, p. 290-304,
2015.



48

SPENCER, Robert L.; DEAK, Terrence. A user's guide to HPA axis research. Physiology
& behavior, v. 178, p. 43-65, 2017.

STECKLER, Thomas; HOLSBOER, Florian. Corticotropin-releasing hormone receptor
subtypes and emotion. Biological psychiatry, v. 46, n. 11, p. 1480-1508, 1999.

SULLIVAN, Patrick F.; NEALE, Michael C.; KENDLER, Kenneth S. Genetic
epidemiology of major depression: review and meta-analysis. American Journal of
Psychiatry, v. 157, n. 10, p. 1552-1562, 2000.

SELYE, Hans. Perspectivas na pesquisa de estresse. Perspectives in biology and
medicine, v. 2, n. 4, pag. 403-416, 1959.

SZABO, Sandor. The creative and productive life of Hans Selye: a review of his major
scientific discoveries. Experientia, v. 41, n. 5, p. 564, 1985.

TAN, Siang Yong; YIP, A. Hans Selye (1907-1982): Founder of the stress
theory. Singapore medical journal, v. 59, n. 4, p. 170, 2018.

TYRKA, Audrey R. et al. Childhood parental loss and adult hypothalamic-pituitary-
adrenal function. Biological psychiatry, v. 63, n. 12, p. 1147-1154, 2008.

TYRKA, Audrey R. et al. Interaction of childhood maltreatment with the corticotropin-
releasing hormone receptor gene: effects on hypothalamic-pituitary-adrenal axis
reactivity. Biological Psychiatry, v. 66, n. 7, pag. 681-685, 2009.

VARESE, Filippo et al. Childhood adversities increase the risk of psychosis: a meta-
analysis of patient-control, prospective-and cross-sectional cohort
studies. Schizophrenia bulletin, v. 38, n. 4, p. 661-671, 2012.

VAN BODEGOM, Miranda, HOMBERG, Judith R.; HENCKENS, Marloes JAG.
Modulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis by early life stress
exposure. Frontiers in cellular neuroscience, v. 11, p. 87, 2017.

VISMARI, Luciana; ALVES, Glaucie Jussilane; PALERMO-NETO, Joao. Depressao,
antidepressivos e sistema imune: um novo olhar sobre um velho problema. Archives of
Clinical Psychiatry (Sao Paulo), v. 35, n. 5, p. 196-204, 2008.

VON WERNE BAES, Cristiane et al. Assessment of the hypothalamic—pituitary—adrenal
axis activity: glucocorticoid receptor and mineralocorticoid receptor function in

depression with early life stress—a systematic review. Acta Neuropsychiatrica, v. 24, n.
1, p. 4-15, 2012.

VIOLA, Thiago Wendt et al. A influéncia de fatores geograficos e econdmicos nas
estimativas de abuso e negligéncia na infancia usando o Questionario de Trauma na
Infancia: Uma andlise de meta-regressio mundial. Abuso infantil e negligéncia, v. 51,
p. 1-11 de 2016.



49

WANG, Xiao-Dong et al. Forebrain CRHR1 deficiency attenuates chronic stress-induced
cognitive deficits and dendritic remodeling. Neurobiology of diseases, v. 42, n. 3,
pag. 300-310, 2011.

WARDENAAR, Klaas J. et al. Dimensions of depression and anxiety and the
hypothalamo-pituitary-adrenal axis. Biological psychiatry, v. 69, n. 4, p. 366-373, 2011.

WAISELFISZ, J. J. Mapa da Violéncia 2012. Criangas e adolescentes do Brasil.
FLACSO Brasil. Rio de Janeiro. 2012. Disponivel em: Acesso em: 16 nov. 2020.

WHO, Depression. Other Common Mental Disorders: Global Health Estimates. World
Health Organization, Geneva, 2017.

WHO, Depression. No. Who/Fact/Sheets/Depression. World Health Organization,
2018.

WHO, Depression. No. Who/Fact/Sheets/Depression. World Health Organization,
2020.

WIERSMA, Jenneke E. et al. The importance of childhood trauma and childhood life
events for chronicity of depression in adults. Journal of clinical Psychiatry, v. 70, n. 7,
p- 983, 2009.

YOUNG, Elizabeth A. et al. Evidence against changes in corticotroph CRF receptors in
depressed patients. Biological psychiatry, v. 37, n. 6, p. 355-363, 1995.



ARTIGO

50



51

Parte 11

Interaction between childhood trauma and CRHR1 genetic variant confers risk for
depression in men.

Malu Ribeiro Duarte?, Clarissa Ribeiro Bastos?, Laisa Camerini?, Janaina Xavier®, Karen

Jansen?, Ricardo Azevedo da Silva?, Diogo Rizzato Lara®, Gabriele Ghisleni*

Center of Health Sciences, Post-Graduation Program of Health and Behavior, Catholic
University of Pelotas, Pelotas, Rio Grande do Sul, Brazil.

Department of Cellular and Molecular Biology, Pontifical Catholic University of Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil

# Corresponding Author: Gabriele Ghisleni
E-mail: ghisleni.g@gmail.com

Laboratory of Clinical Neuroscience
Post-Graduation Program of Health and Behavior
Center of Health Sciences

Catholic University of Pelotas

Rua Gongalves Chaves 373, sala 324C

CEP 96015-560

Fone: +55 53 2128-8031

Fax: +55 53 2128 8229

*(Q artigo encontra-se nas normas para submissao ao periddico XX.



52

Abstract

Suffering punishment during childhood is one of the greatest environmental risks for
psychopathology in adult life. Studies between a Gene x Environment (GxE) interaction
provide important information about complex diseases. The interaction between
childhood trauma and Depression seems to have biological bases, consisting of
dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) axis at different levels.
Variations in the corticotropin-releasing-hormone receptor 1 (CRHR1) gene appear to
moderate the development of depression after childhood trauma. We investigate the effect
of the rs110402 polymorphism on the CRHRI gene on susceptibility to depressive
disorder and verify whether this effect is moderated by childhood trauma. The study
enrolled 1126 young adults aged 18 to 35 years old in a cross-sectional population-based
survey. The diagnosis of a depressive episode was carried out through the Mini
International Neuropsychiatric Interview 5.0 (MINI 5.0), and the Childhood Trauma
Questionnaire (CTQ) was used to assess the presence of trauma in childhood. Total DNA
was extracted and genotyped by real-time PCR. We did not observe an association
between the polymorphism and diagnosis of depression. However, we noted that the GG
genotype of the SNP rs110402 appears to have a risk effect in men exposed to childhood
trauma. This result agrees with other studies where there is that men exposed to child
abuse and carriers of the GG genotype were more susceptible to develop depression and
depressive symptoms.

Key words: Depression; Childhood trauma; CRHR Igene; Genetic Variation; rs110402.
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1. Introduction

Depression is a serious public health problem that affects more than 322 million
people of all ages worldwide (World Health Organization, 2018). According to the Global
Burden of Diseases (2017) depressive disorder accounted for 35% of disability adjusted
life years caused by mental disorder, and new cases increased from 172 million in 1990
to 258 million in 2017 (Kyu et al., 2018; Liu et al., 2019). The disorder results from a
complex interaction of social, psychological, and biological factors, and when left
untreated it is associated with a reduced quality of life, being the most important risk
factors for suicide (Turecki, 2014). Characterized by the presence of sad, irritable, or
depressed mood, loss of pleasure or interest in their daily activities, they may present
significant changes in weight and sleep, feelings of guilt or worthlessness, difficulty

concentrating, fatigue and mood swings (American Psychiatric Association, 2013).

A meta-analysis indicated that the heritability of depression is between 31% and
42%, relatively low compared to schizophrenia and bipolar disorder (approximately 80%
and 85%), suggesting that factors other than genetic factors contribute to risk of
depression (Sullivan; Neale; Kendler, 2000). Changes in the function of the HPA axis is
one of the most robust findings in the hypothesis of the pathophysiology of depression,
where the hypercortisolemia condition follows the symptoms of the disease, severity of
symptoms and response to pharmacological treatment (Keller et al., 2017). The gene
encoding the type 1 receptor for corticotropin-releasing hormone (CRHR1), located on
chromosome 17q21.31, plays an important role in activating signal translation pathways
that activate the HPA axis response to stressful events (Steckler; Holsboer, 1999, Wang.
et al., 2011, Guillaume et al., 2013). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) in the

CRHRI gene have been associated with a variety of psychiatric disorders (Li et al., 2020).
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It is believed that dysregulation in the axis may be accompanied or be the result of these
genetic variations (Juruena, 2014). Among the SNPs in the CRHRI gene, the rs110402
polymorphism was previously related by moderates the impact of childhood trauma in
the HPA axis activity and depressive symptoms (Ishitob et al., 2012; Tyrka et al., 2009;

Ressler et al., 2010).

Indeed, childhood trauma have an important implication for the individual’s
development, and associated with genetic risk, increases the predisposition to depression
(Coates; Gaensbauer, 2009; Braun; Bock, 2011; Jaworska-Andryszewska; Rybakowski,
2019; Mandelli et al., 2015). Although persistent neurobiological consequences of early
life stress are suggested to mediate vulnerability to adult depression in childhood trauma
victims, variants in the CRHR I gene might moderates the development of depression after
childhood trauma exposure (Heim et al., 2009). The present study sought to investigate
the effect of the rs110402 polymorphism in the CRHRI gene of the HPA axis and its
interaction with childhood trauma on susceptibility to depressive disorder in a cross-

sectional population-based study of young adults in the city of Pelotas, Brazil.

2. Methodology
2.1.  Study design and participants

This is a cross-sectional population-based study conducted in the urban area of the
city of Pelotas, southern Brazil, between June 2011 and May 2013, which evaluated 1.126
young adults aged 18 to 35 years. The sample selection was performed according to
multistage clusters, considering a population of 97.000 young adults, and the current
census of 448 sectors in the city, data requested according to the Brazilian Institute of
Geography and Statistics (IBGE). To ensure a representative sample, 83 census-based

sectors were selected, systematically and randomly with a skip of six sectors. After the
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selection of households in the designated sectors, initial contact and presentation of the
study, residents of the specified age range were invited to participate and signed the
informed consent form. Individuals unable to understand and/or respond to the
instruments due to physical or cognitive problems were excluded from the study. Home
visits performed in the morning where trained professionals interviewed participants
individually where the participants answered questionnaires with sociodemographic,
lifestyle, and clinical information. On the same occasion, trained professionals collected
the blood of the participants who agreed to perform the procedure. The study was
approved by the Research Ethics Committee of the Catholic University of Pelotas, Brazil
(Protocol number 2010/15). Individuals who were diagnosed with a psychiatric disorder
were referred for treatment in the public health system at the location closest to their

homes.

2.2. Diagnosis

The depression diagnosis was performed by trained psychologists using a
structured clinical interview using the Mini International Neuropsychiatric Interview
(M.LN.I. 5.0 Brazilian version, Medical Outcome Systems Inc., Jacksonville, USA),
according to the DSM-IV criteria (Amorim, 2000). For this study, we considered
individuals in the past and current episode of depression. Childhood Trauma was assessed
using Childhood Trauma Questionnaire (CTQ) translated and validated for Brazil
(Grassi-Oliveira et al., 2006). The CTQ is a self-reported inventory of 28 items on a five-
point Likert scale (0 = never, 1 = few times, 2 = sometimes, 3 = often, and 4 = always),
authored by Bernstein ef al., (2003), which is intended to retrospectively investigate the
occurrence and intensity of trauma in five domains: physical abuse, emotional abuse,

sexual abuse, physical neglect, and emotional neglect. Groups were categorized from the
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results obtained in the total scores, independent of the types of abuse or neglect.
Participants with a CTQ total score exceeding the 75" percentile’s score of the sample
were assigned to the “severe/extreme” category. The same procedure was applied to
assign participants to the mild/moderate (<74th to 26th> percentile) and absent (<25th

percentile) category.

2.3.  Sample collection and Molecular Analyses

After the Clinical Interview, during the morning, 10ml of blood was collected
from each individual by venipuncture into a vacuum tube. The samples were immediately
centrifuged at 3500g for 15 min, and total DNA was extracted from peripheral blood
leukocytes using a standardized salting-out procedure (Lahiri &amp; Nurnberger, 1991).
Subsequently, DNA was quantified, diluted, and stored at—20 °C until molecular analysis.
CRHRI rs110402 (G/A) SNP was genotyped using primers and probes contained in the
40x Human Custom TagMan Genotyping Assay (Life Technologies, Foster City, CA,
USA). The reactions were conducted in a 96-well plate, in a total 5 pl reaction volume
using 2 ng of genomic DNA, TagMan Genotyping Master Mix 1x (Applied Biosystems),
and Custom TagMan Genotyping Assay 1x. Then plates were positioned in a real-time
PCR thermal cycler (7500 Fast Real PCR System; Applied Biosystems) and heated for
10 min at 95°C, followed by 45 cycles of 95°C for 15 s and 60°C for 1 min. Fluorescence
data files from each plate were analyzed using automated allele-calling software (SDS

2:0.1; Applied Biosystems).

24. Statistical analysis
The genotypic and allelic frequencies of rs110402 SNP were estimated by direct

counting of alleles, and the Hardy-Weinberg equilibrium were verified by the Chi-
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squared (x2). Sociodemographic, clinical and biological characteristics were described
according to diagnosis of depression and tested using the y2 test followed by Bonferroni’s
post-hoc test or the Student’s t-test for categorical or nominal variables. Therefore,
participants were classified into four groups based on the presence/absence of the GG
genotype, and the presence/absence of childhood trauma as follows: 1) individuals
carrying the GG genotype with trauma (reference group in statistical analysis); 2)
individuals carrying the GG genotype not exposed to childhood trauma; 3) individuals
with the A-Allele the GG genotype exposed to childhood trauma; and 4) individuals with
the A-Allele genotype not exposed to childhood trauma. Binary logistic regression was
utilized to test the interaction between the rs110402 SNP of the CRHRI gene and
childhood trauma with depression adjusting for covariates as skin color and age. The
effect estimate was calculated by logistic regression and presented as odds ratio (OR) and
95% confidence interval (CI). Values of p<0.05 were considered statistically significant.
Statistical analyses were performed using the Statistical Package for the Social Sciences

(SPSS) software, v22.0 (https://www.ibm.com/products/spss-statistics; ~RRID:

SCR _019096; SPSS Inc., USA).

3. Results
A total of 1126 young adults were included in this study, of whom 483 (42.9%)
presented actual or past episodes of depression. The characteristics of the sample
according to diagnosis of depression are depicted in Table 1. The analysis shows that the
prevalence of depression is higher in women (50.2%; p < 0.001), in low-income
individuals (49.3%; p<0.021), smokers (55.2%; p<0.001), and individuals who suffered
childhood trauma (42.9%; p<0.001). No significant differences were found according to

age, skin color, and body mass index (BMI). The sociodemographic and clinical
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characteristics such as sex, age, skin color, smoke, socioeconomic level, BMI, childhood
trauma did not differ according to genotypes distribution (p>0.05). Our results revealed
no association between the genotypes distribution of CRHRI 1s110402 polymorphism
according to the diagnosis of depression, using both additive (GG; AG; AA; p=0.400)
and dominant models (GG vs A allele; p=0.390). Considering the higher prevalence of
depression in women, we analyzed the dominant model according to depression after sex
stratification, but not association was observed for women (p=0.987) and men (p=0.185).

We tested the Gene x Environment interaction effect using the logistic regression
model, showing a significant impact of the interaction term for childhood trauma with
rs110402 SNP [OR:3.42 (95% CI:1.31-8.90; p=0.012)] in men. For women, the
interaction effect was not significant [OR:0.72 (95% CI:0.34—1.52; p=0.393)].

The data observed in Figure 1, demonstrates how genotypes of rs110402
polymorphism modifies the impact of childhood trauma exposure on depression for both
sexes. Data shows that men who suffer childhood trauma carrying the GG genotype
present more risk to develop depression than those with the A allele. In women, the

trauma appears to increase the depression risk regardless of genotype.

4. Discussion
Although depression is one of the most important global health problems, its
advanced pathogenesis is poorly understood. In our sample, we investigated the effect of
the rs110402 polymorphism in the CRHRI gene on depression in young adults who
suffered childhood trauma and found that men who were exposed to childhood trauma,
carrying the GG genotype of this polymorphism were more likely to trigger depressive

disorder.
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In recent decades, researchers have focused on the influences of the interaction of
genetic variations and stressful life events for the occurrence of depression (Hosanng et
al., 2014; Sharpley et al., 2014; Wang et al., 2018). Furthermore, adversities in early life
have been shown to be associated with the atypical development of the hypothalamic-
pituitary-adrenal (HPA) axis stress response, which makes victims more susceptible to
subsequent psychiatric disorders (Heim et al., 2008; McCrory et al., 2012). Indeed, HPA
axis dysfunction has been linked to depression in humans (Dale et al., 2015).
Interestingly, studies provide evidence that men and women tend to react differently with
stress-both psychologically and biologically. Neuroimaging studies demonstrated sex-
related differences in the effects of stress on brain structure and function, where greater
severity of maltreatment is related to overall lower gray matter thickness and smaller
caudate volume in female depressive patients (Thompson et al., 2020). Moreover, female
rodents showed a greater neuroendocrine response to stress in comparison to males (Heck
and Handa, 2019; Zuloaga et al., 2020), as well higher estrogen levels are associated with
greater stress response (Liu et al., 2011). So, genes may play a role in explaining the sex
gap, but the corresponding empirical evidence is still sparse, and the results emphasize
the need to consider the sex in the studies of neurobiology of depression.

The role of the CRHRI gene in mediating stress responses and HPA axis
stimulation has attracted many researchers to explore SNPs that can be associated with
depression (Layfield et al., 2021). SNPs are the most common form of genetic variants
that contribute to lower or higher risk of the disease (Wang et al., 2005). Studies indicate
an association between SNPs in CRHRI gene, childhood adversities and depression,
suggesting that CRHR gene may play a role in triggering the disorder (Ishitob et al.,
2012; Papiol et al., 2007). Of particular attention, the rs110402 polymorphism located in

the CRHRI gene seems to be an important moderator of childhood trauma in the
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functioning of the HPA axis (Juruena., 2014; Ishitob et al., 2012; Tyrka et al., 2009;
Ressler et al., 2010). In fact, similar to our findings, Heim et al. (2009) shows the
protective effect of the rs110402 A-allele against the development of depression after
childhood trauma exposure in men, with no effect in women. Moreover, in a subsample
the rs110402 A-allele was associated with decreased cortisol response in the
dexamethasone/CRH test only in men, while women carrying the A-allele and exposed
to childhood trauma, exhibited an increased response to cortisol compared to men. In
contrast, Tyrka et al., (2009) demonstrated that for those individuals with maltreatment,
the rs110402 GG genotype was associated with elevated cortisol responses to the
dexamethasone/CRH test, independently of sex.

In a broad spectrum of CRHRI SNPs analysis, significant gene and environment
interactions was found, and the rs110402 GG genotype showed the strongest moderation
effect of child abuse on the risk of depression symptoms in adults (Bradley et al., 2008).
Haplotype analysis for the 17209436, rs110402, and rs242924 also corroborate with
protective effect of rs110402 A-allele against adult depression among participants who
reported maltreatment during childhood (Polanczyk et al., 2009). On the other hand, some
controversial findings have been reported a risk effect of the rs110402 A-allele for
depression in a sample of non-suicidal women, suicidal men, and young adults of both
sexes who suffered childhood trauma (Laucht et al., 2013; Papiol et al., 2007 Wasserman
et al., 2009).

The results found for the rs110402 SNP for other psychiatric disorders, are also
controversial. Interactions between the rs110402 and childhood trauma exposure appear
to increase the risk of alcoholism or alcohol use disorder in those individuals carrying the

A-Allele (Ray et al., 2013), while individuals with the rs110402 GG genotype or G-allele
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presented elevated anxiety traits associated with a higher baseline cortisol (Mahon et al.,
2013), or increased risk for post-traumatic stress disorder (PTSD) (Boscarino et al., 2012).

Our results must be interpreted in the context of some limitations. The first
limitation concerns the sample size, which may have impacted the accuracy of our
findings. Other studies with larger sizes are noteworthy to replicate our results and assess
the types of childhood trauma, verifying how each domain can cause the vulnerability
and severity of the depressive disorder, and its effect in terms of interaction with the
rs110402 polymorphism. A limitation is the retrospective and self-reported assessment of
childhood trauma, which can be influenced by a classification score. Further studies are
necessary to elucidate the mechanisms involved in the sex-specific moderation of CRHR 1
gene in childhood adversities, as well better understand the functionality of the rs110402

SNP.
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Legends:

Figure 1: Interaction model between childhood trauma and rs110402 polymorphism in the

CRHRI gene in depression diagnosis according to sex.



Table 1. Sociodemographic and clinical characteristics of the sample according to

diagnosis of depression.

68

Variables Past/Current depression p value
Yes No

Sex <0.01
Female 319 (50.2%) 326 (49.8%)

Male 164 (33.4%) 327 (66.6%)

Age 26.26+5.12 25.70+5.32 0.07
Skin Color 0.80
White 369 (43.2%) 486 (56.8%)

Non-White 114 (42.1%) 157 (57.9%)

Socioeconomic Class* 0.021
High 112 (49.3%) 115 (50.7%)

Intermediate 246 (43.3%) 322 (56.7%)

Low 124 (37.6%) 206 (62.4%)

BMI 25.8745.52 26.08+5.19 0.53
Tobacco use* <0.01
Yes 143 (55.2%) 116 (44.8%)

No 338 (39.2%) 525 (60.8%)

Medication* <0.01
None 225 (40.3%) 334 (59.7%)
Anti-inflammatory 47 (43.9%) 60 (56.1%)

Psychiatric 52 (66.7%) 26 (33.3%)

Childhood trauma <0.01
Mild/Moderate 309 (37.0%) 527 (63.0%)

Severe/High 174 (60.0%) 116 (40.0%)

Total 483 643

Bivariate analysis is represented by n (%) or mean + SD. p values <0.005 were
considered significant and were computed using the chi-square test and t-test. *missing
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Table 2: Genotype distribution of rs110402 polymorphism in the CRHRI gene according to diagnosis of

depression.
Past/Current depression
Yes No p value
CRHRI1 polymorphism (rs110402) 0.40
GG 196 (40.5%) 243 (37.8%)
AG 210 (43.4%) 305 (47.4%)
AA 78 (16.1%) 95 (14.8%)
CRHRI1 polymorphism (dominant model) 0.39
GG 196 (40.5%) 243 (37.8%)
AG+AA 288 (59.5%) 400 (62.2%)
CRHRI1 polymorphism (recessive model) 0.59

AA
GG+AG

78 (16.1%)
406 (83.9%)

95 (14.8%)
548 (85.2%)

*p values <0.005 were considered significant and computed using the chi-square test. Data are

presented as n (%).



Table 3: Interaction model between childhood trauma and rs110402 polymorphism in
the CRHRI gene in depression diagnosis according to sex.

Depression OR 95%IC p-value
Woman

rs110402 1.07 0.71-1.62 0.733
Childhood Trauma 2.82 1.66-4.80 0.001
Ethnicity 1.09 0.61-1.93 0.756
Childhood Trauma x Ethnicity 0.97 0.41-2.26 0.956
Childhood Trauma x rs110402 0.72 0.34-1.52 0.393
rs110402 x Ethnicity 0.91 0.42-1.96 0.811
Men

rs110402 1.15 0.69-1.91 0.571
Childhood Trauma 2.00 1.08-3.70 0.026
Ethnicity 0.97 0.50-1.86 0.933
Childhood Trauma x Ethnicity 0.74 0.28-1.96 0.553
Childhood Trauma x rs110402 342 1.31-8.90 0.012
rs110402 x Ethnicity 0.55 0.21-1.44 0.230

Results obtained from binary logistic regression with interaction term
between childhood trauma and rs110402 polymorphism. Data presented as
OR: odds ratio; Confidence Interval (95%). p values <0.005 were
considered significant
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CONSIDERAGOES FINAIS/CONCLUSAO

Este estudo teve como objetivo investigar o efeito do polimorfismo rs110402 no
gene CRHR1 do eixo HPA e sua interacdo com o trauma na infancia na susceptibilidade
ao transtorno depressivo em jovens adultos. Nosso resultado principal mostrou que
homens expostos ao trauma infantil e portadores do genotipo GG foram mais suscetiveis
a desenvolver transtorno depressivo. Também encontramos outros resultados que
corroboram com a literatura, como a maior prevaléncia do transtorno no sexo feminino,
em individuos de classe social baixa, fumantes, que faziam uso de medicagao psiquiatrica,
e que sofreram trauma na infancia. Contudo, ndo foi verificada associacao direta do

polimorfismo rs110402 com o diagnostico de depressao.

Cabe ressaltar que apos a qualificagdo do projeto, foram realizadas as

modificagdes sugeridas pela banca, a fim de manter a qualidade do presente estudo.
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ANEXO A — Carta de Aprovacio do Comité de Etica

UNIVERSIDADE CATQL!CA DE PELOTAS
PRO-REITORIA ACADEMICA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ~ CEP/UCPe!

RESULTADO

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Catélica de Pelotas analisou o projeto:
Namero: 2010/15

Titulo do projeto: “Estudo do temperamento e transtornos psiquidlricos na interface entre

psiquiatria, psicologia e neurociéncias”

Investigador(a) principal: Ricardo Azevedo da Silva

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da UCPel, em reunizo
datada de 29 de julho de 2010, ata n.° 05.
A avaliagdo foi realizada pelos membros do comité, baseada na analise minuciosa do
projeto, apresentada por um dos membros.
Outrossim, informamos que é obrigatério a entrega do relatério de conclusio pela
coordenagéo do referido projeto ao Comité de Etica — CEP/UCPel, na Secretaria da Pré-

Reitoria Académica da Universidade Catdlica de Pelotas.

Pelotas, 30 de julho de 2010
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE CATOLICA DE PELOTAS - UCPEL
U CATOLICA CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“PESQUISA SOBRE TEMPERAMENTO E TRANSTORNOS PSIQUICOS
DE JOVENS ADULTOS DE 18 A 35 ANOS DA CIDADE DE PELOTAS”

Este estudo esta sendo realizado com adultos de 18 a 35 anos e pretende avaliar as relagoes do
temperamento/comportamento com as caracteristicas psicoldgicas, psiquiatricas, sociais e neurobiologicas.

Iniciaremos as entrevistas em agosto de 2010 e pretendemos finaliza-las 2011.

Se vocé aceitar fazer parte deste estudo, ira responder a um questionario que serd aplicado por
entrevistadores e precisara tirar sangue.

Os dados fornecidos por vocé durante a aplicagdo do questionario serdo utilizados posteriormente
para andlise, producdo de artigos cientificos e relatorios (para a coordenacdo dos servigos de saide e CNPq).
Entretanto, a equipe envolvida na pesquisa garante que a sua identidade permanecera em sigilo, respeitando
a sua privacidade. Esta pesquisa ndo apresenta qualquer risco importante a sua satide. O Unico inconveniente
que o participante pode ter ¢ formar um pequeno hematoma (mancha roxa) no brago, em fungéo da coleta
do sangue.

Sera coletado sangue (15ml) para que possamos dosar hormonios, que podem influenciar a
presenca de sintomas relacionados com o temperamento/comportamento dos participantes da pesquisa.
Além disso, sera coletado 3 ml de saliva, por profissionais treinados. Posteriormente, as amostras de sangue
e saliva serdo examinadas para determinar variagdes bioquimicas e hormonais. Ao final desse trabalho
todos os dados que possam vincular seu nome serdo inutilizados, para que os resultados possam
eventualmente ser utilizados em pesquisas futuras sobre o mesmo assunto.

Este estudo pode trazer varios beneficios. Ainda que em longo prazo, poderemos saber diferenciar
variantes bioquimicas e hormonais que possam aumentar a predisposi¢do a sintomas relacionados a
comportamento/temperamento. Essas descobertas ajudardo no desenvolvimento do conhecimento
cientifico, que podera eventualmente beneficiar vocé ou outras familias.

Os participantes que forem diagnosticados com algum transtorno psicoldgico/psiquiatrico serdo
encaminhados para o Ambulatério do Campus da Satide da UCPel.

Vocé ¢ livre para abandonar o estudo em qualquer momento, sem prejuizos ou danos.

Em caso de duvidas sobre o estudo, maiores informagdes poderdo ser obtidas com os pesquisadores e
coordenadores do projeto: através dos nimeros (53) 2128-8328 Laboratorio do Mestrado; - (53) 8403-8723
(Jerdnimo Branco); (53) 8122-8378 (Ricardo Silva); — (53) 9156-8075 (Jean Oses).

Declaragdo do Participante

Eu, , declaro que apo6s tomar
conhecimento destas informagdes, aceito participar da presente pesquisa. Além disso, declaro ter recebido
uma copia deste consentimento e que uma copia assinada por mim serda mantida pela equipe da pesquisa.
Participante:

Declaracao de Entrevistador

Eu, , declaro ter explicado sobre a
natureza deste estudo, assim como também me coloquei a disposi¢ao do(a) entrevistado(a) para esclarecer
as suas duvidas.




ANEXO C- Questionario Sociodemografico

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM SAUDE E COMPORTAMENTO

Setor: Pessoa: __

1. Sexo do entrevistado:
(1) feminino (2) masculino

2. Qualéatuaidade? __ _ em anos completos
3. A tua cor ou raga é? (LER AS OPCOES)
(1) branca

(2) preta

)
(3) mulata
(4) amarela
)

(5) indigena

4. Peso: (Kg):
5. Altura {cm):

QUEST

6. Qual a escolaridade do chefe da familia? (chefe da familia = pessoa de maior renda)

(1) nenhuma ou até 32 série (primério incompleto)

(2) 42 série (primério completo) ou 12 grau (ginasial) incompleto
(3) 12 grau (ginasial) completo ou 22 grau {colegial) incompleto
(4) 22 grau (colegial) completo ou nivel superior incompleto

(5) nivel superior completo

7. Quantas pegas sio utilizadas como dormitérios nesta casa? ____pecas

8. Quantos banheiros existem na casa? (Considere somente o5 que tém vaso mais chuveiro ou

banheira). ____ banheiros (00) Caso nao tenha banheiro
NESTE DOMICILIO TEM, E SE TEM: QUANTOS?

9. Televisdo: {0 (1) @ (3) (4ou+)
10. Automdvel (de uso particular): 0}y (1) (2) (3) (4ou+)

" NESTE DOMICILIO TEM? (em condices de uso)

11. Radio: ‘ (0} nao
12. Geladeira ou freezer: {0) ndo
13. Videocassete ou DVD: (0) ndo

14. Maquina de lavar roupa (ndo considerar o tanquinho): (0) ndo

(1) sim
(1) sim
(1) sim
(1) sim
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pessoa
sexo __
idade __

cpele

peso_

altur

escch

ndorm __

nbanho

ntv

hauto __

radio
lgelad
video

lavar



15. Forno de micro-ondas: (0) ndo (1) sim
16. Telefone fixo (ndo considerar celular): {0) ndo (1) sim
17. Microcomputador: (0) ndo (1) sim
18. Aparelho de ar condicionado: (0) ndo (1) sim

19. Até a série que tu completaste na escola, sdo quantos anos de estudo?
(00) se nunca estudou _____anos completos.

20. Qual o teu estado civil?
(0) solteiro (1) casado/vive junto  (2) separado/divorciado

21. Estas trabalhando atualmente?
(0) ndo (1) sim {8) Nunca trabalhou

22. Tu tens pais separados?
(0) ndo (1) sim

23. Atualmente, moras com:
Pai? (0) N3o (1) sim

SE NAO: Até que idade morou? ____ anos completos (88) quando mora até hoje

M3ae? (0) N3o (1) sim
SE NAO: Até que idade morou? ___ anos completos (88) guando mora até hoje

24. Morastes por pelo menos um més com padrasto ou madrasta? (mesmo que more com os
pais) (0) N3o (1) sim

25. Tu tens filhos? SE SIM: Quantos?
(00) Nado tem filhos (pufe para questdo 27) ____ filhos

26. Com quantos anos tiveste o primeiro filho? ____anos (88) NSA

SE: TEVE FILHOS com 20 anos ou mais pule para questio 29.

27. Teu primeiro filho foi planejado?
(0) ndo (1) sim (8) NSA
28. Tu moras com teu filho?

(0) ndo (1) ja morei, n30 moro mais (2) sim (8) NSA

29. Vocé faz atividade fisica regularmente?
(0) N3o (1) Sim (pule para a questdo 29)
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microond ___
telfix __
microc __
arcond __
escolj
ecivil

trabatu __

apisepa

mpai __

iddpai __

mmae __

padrast __

filho

iddfilho __

planej __

mfilho

ativreg

iddmae



30. Qual o principal motivo para tu _I\_I_B_g fazeres atividade fisica REGULARMENTE?
(01) Falta de tempo
(02) Falta de dinheiro
(03) Cansago, preguica
(04) Falta de companhia
(05) Falta de local apropriado
(06) Lesdo, doenca ou restrigdo médica
(07) Nao precisa/ndo gosta
() Outro. Qual?
(88) Ndo se aplica
31. Qual o principal motivo para tu fazeres atividade fisica REGULARMENTE?
(01) Importante para a salide/bem-estar
(02) Por problema(s) de satde/doenca

(03) Recomendacio/orienta¢io médica
(04) Preparo fisico/condicionamento
(05) Emagrecimento/perda de peso
(06) Beleza/estética/manter a forma
(07) Porque gosta/por diversdo ou lazer
() Outro. Qual?

(88) Ndo se aplica

% As seguintes perguntas referem-se s atividades fisicas que vocé fez nos ultimos sete dias,
unicamente por recreagdo, esporte, exercicio ou lazer.

32. Desde <dia da semana> passada, quantos dias tu caminhastes por, "pelo menos, 10
minutos seguidos" no seu tempo livre? (ndo considere as caminhadas para ir ou voltar do seu
trabalho ou escola) (0) Nenhum (pule para a questdo 34) ___dias na semana

33. Nos dias em que tu caminhaste no seu tempo livre, quanto tempo no total tu gastou em
minutospordia?  minutos (888) Nao se aplica

<+ A proxima pergunta é sobre atividade fisica FORTE.
Atividades fisica "fortes” é aquela que precisa-de um grande esforco fisico e que fazem vocé
respirar "muito” mais forte que o normal (néo considere as atividades feita no trabalho)

34. Desde <dia da semana> passada, quantos dias tu fez atividades FORTES no teu tempo livre,
por pelo menos 10 minutos continuos, comao correr, fazer ginastica/academia, nadar rapido ou
pedalar rapido? (0) Nenhum (pule para a questéio 36) __dias na semana

35. Nos dias em que tu fizeste estas atividades FORTES no teu tempo livre, quanto tempo no
total tu gastaste em minutos "por dia"? ______ minutos (888) N&o se aplica

< A préxima pergunta é sobre atividade fisica MEDIA.
Atividades fisica "média" é aquela que precisam de algum esforco fisico e que fazem respirar
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lpaql __

lpaq2 __

ipaq3 __

princhao

prinsim __

lpagd __



"um pouco” mais forte que o normal (nGo considere as atividades feita no trabalho)

36. Sem considerar as caminhadas, desde <dia da semana> passada, quantos dias tu fez
atividades MEDIAS no seu tempo livre por pelo menos 10 minutos, como pedalar ou nadar a
velocidade regular, jogar bola, vélei, basquete, ténis?

(0) Nenhum (pule para a questéo 38) __dias na semana

37. Nos dias em que tu fizeste atividades MEDIAS no seu tempo livre, quanto tempo no total
tu gastaste em minutos "pordia"? ____ minutos  (888) Nio se aplica

% Agora vamos falar sobre deslocamento. Pense em qualquer tipo de caminhada ou
pedalada nos ultimos sete dias, para ir de um lugar para outro.
38. Em quantos dias da ultima semana vocé andou de bicicleta por pelo menos 10 minutos

continuos para ir de um lugar para outro? (Néo incluir o pedalar por lazer ou exercicio)
(0) Nenhum (pule para a questdo 38) __ dias nasemana

39. Nos dias em que vocé pedala quanto tempo no total vocé pedalou por dia, para ir de um
lugar para outro em minutos?  minutos (888) Nio se aplica

40. Em quantos dias da ultima semana vocé caminhou por pelo menos 10 minutos continuos
para ir de um lugar para outro? (Nio incluir caminhadas por lazer ou exercicio)
(0) Nenhum (pule para a questdo 42) dias na semana

41. Nos dias em que vocé caminha quanto tempo no total vocé caminha por dia para ir de um
lugar para outro em minutos? _____ minutos (888) N3o se aplica

<» Agora vamos falar sobre alguns aspectos de tua satide.

42. Tu tens algum problema de satde?
(0) ndo (pule para a questdo 44) (1) sim

SESIM:43.  Qual a doenga?
Qual a doenga?

Qual a doenga?

Qual a doenca?

44. Tu ja consultaste com psiquiatra ou psicélogo?
(0) ndo (1) sim

45. Tu jé fizeste ou fazes tratamento psicoterapéutico com psiquiatra ou psicélogo?
(0) ndo (1) sim

46. Tu baixaste hospital alguma vez por problemas de nervos/psiquidtricos?
(0) ndo (1) sim. SE SIM: Quantas vezes tu foi internado? ____internagdes

47. Nos dltimos 30 dias, tu tomaste alguma medicagdo?
(0) ndo (1) sim
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Ipag5

lpagb

Ipagq? __

lpag8 __

Ipaq9 __

Ipaql0 __

doenca __
qualdl__
quald2
quald3 __
quald4 __
cons __
tratpsi __
intern ___

nintern ____

medic __
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ftmedigl __

SE SIM: Qual a medicagdo?
Medicagdo 1:

Medicagdo 2:

Medicagdo 3:

Medicagdo 4:

Medicagdo 5:

mediq2
medig3 __ __
mediqd __
medigs __ __

48. Alguma vez na vida tu fizeste tratamento com acupuntura?
*(0) ndo (pule para a questéo 50) (1) sim

49. SE SIM: Por quais problemas de satide procurastes o tratamento com acupuntura?

Motivo 1:
Motivo 2:
Motivo 3:

<+ Neste momento, gostariamos que vocé lesse com atencdo os eventos vitais listados abaixo, marcando

se eles aconteceram ou ndo com vocé ULTIMO ANO,

50. Morte do conjuge

51. Separagao

52. Casamento

53. Morte de alguém da familia
54. Gravidez

55. Doenga na familia

56. Acréscimo ou diminuigdo do nimero de pessoas morando em sua casa

57. Nascimento na familia

58. Mudanca de casa

59. Mudanga de escola

60. Reconciliagdo matrimonial

61. Aposentadoria

62. Perda de emprego

63. Mudanca de trabalho (favoravel ou desfavoravel)
64. Dificuldades com a chefia

65. Reconhecimento profissional

66. Acidentes

67. Perdas financeiras

(88) N&o se aplica

(88) Nao se aplica
(88) Ndo se aplica

jacupunt __

motlacu__
mot2acu __
mot3acu __

eventa
eventb
leventc __
eventd
evente
eventf
eventg

eventh

eventi
eventj
eventk
eventl
eventm __
eventn
evento
leventp __
eventq

eventr __




68.
69.
70.
71.
72!
73.
74.
75.

Dificuldades sexuais

Problemas de satde

Morte de um amigo

Di