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Resumo

Introdugédo: os disturbios psiquiatricos tornaram-se um problema
global que leva milhdes de pessoas ao uso de medicamentos
psicotropicos. Os efeitos dessas substancias sdo amplamente
conhecidos quanto a tolerancia e dependéncia quimica, porém, do
ponto de vista epigenético, ainda sdo pouco conhecidos.

Objetivos: avaliar a associagao entre o uso de drogas psicotrépicas,
metilagdo do gene NR3C1 e sua relagdo com sintomas sugestivos
de depressado em individuos entre 20 a 59 anos usuarios da rede
publica de saude.

Método: 385 voluntarios de 20-59 anos, usuarios do Sistema
Unico de Saude brasileiro foram recrutados para avaliagdo das
condi¢des socioecondmicas, de saude e de estilo de vida em estudo
transversal. O BDI-Il avaliou sintomas sugestivos de depresséo e o
pirosequenciamento avaliou a metilacdo do DNA de NR3C1. Modelo
de regressado de Poisson bivariado e multivariado com variancia
robusta (p < 0,05) avaliou a associagdo entre o uso de drogas
psicotropicas e metilagdo do gene NR3C1.

Resultados: sintomas depressivos especificos como irritabilidade,
insbnia e fadiga foram associados ao uso de medicamentos
psicotropicos. Sintomas de fracasso passado, indecisdo e perda de
apetite foram associados a padrdes de hipermetilacdo nos CpGs
40 a 47 do gene NR3C1. Além disso, 0 uso de psicofarmacos esta
associado a redugao de 50% na metilacdo do gene NR3C1, por meio
de modelo ajustado com variaveis de confusdo socioecondémicas, de
saude e estilo de vida.

Conclusao: o uso de drogas psicotrépicas e sintomas especificos
depressivos foram associados a alteragées na metilacdo do DNA de
NR3C1.

Palavras-chave: Metilagcado, NR3C1, uso de drogas psicotropicas,
sintomas depressivos.
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Sintese dos autores

Por que este estudo foi feito?

A epigenética € o elo entre o ambiente e a genética. Alteragdes epigenéticas em genes associados ao estresse tém sido associadas
com transtornos mentais como depressao e estresse pos-traumatico. O uso de psicofarmaco esta entre os medicamentos mais
prescritos no mundo, entretanto pouco se sabe sobre a associacédo entre modificagcdes epigenéticas e uso de psicofarmacos.

O que os pesquisadores fizeram e encontraram?

O presente estudo avaliou de forma transversal 385 individuos de 20-59 anos quanto ao uso de farmacos, sintomas depressivos,
condigbes socioecondémicas, de saude e de estilo de vida. Uma amostra do sangue foi coletada e o DNA foi extraido para
pirossequenciamento do DNA pés conversao por bissulfito. Em andlise de regressdo multivariada, sintomas de sensagéo de fracasso,
indecisdo e perda de apetite foram associados a hipermetilagdo do gene NR3C1 e o uso de drogas psicotropicas esta associado a
reducéo de 50% na metilagcdo do gene NR3C1, por meio de modelo ajustado com variaveis de confusdo socioecondmicas, de saude
e estilo de vida.

O que essas descobertas significam?

O uso de drogas psicotropicas e sintomas especificos depressivos estdo associados a alteragcdes na metilagdo do gene NR3C1, o
que demonstra que o crescente uso de medicamentos psiquiatricos pode interferir de forma epigenética em genes envolvidos com
a resposta ao estresse. Além disso, demonstra a importancia destas variaveis serem consideradas como variaveis de confusdo em

futuras pesquisas epigenéticas.

Highlights

O uso de drogas psicotrépicas esta associado a hipometilagédo do gene NR3C1.
Sintomas sugestivos depressivos estdo associados a hipermetilacdo do gene NR3C1.
Alteracdes na metilagdo do NR3C1 estdo associadas a eventos estressantes da vida e a sintomas especificos de depresséao.

B INTRODUGAO

De acordo com a Organiza¢gdo Mundial da Satde
(OMS), em seu plano de agdo em satde mental 2013-2020,
uma em cada dez pessoas sofre de alguma desordem de
satide mental no mundo', cujas principais doengas sdo
depressdo, transtorno afetivo bipolar e esquizofrenia®. A
depressao ¢ um problema de satude publica global, pois 17%
da populagdo geral do mundo apresenta comorbidades®*.
No Brasil, o transtorno depressivo maior tem prevaléncia
de aproximadamente 20% em Sao Paulo e 17% no Rio de
Janeiro®.

As drogas psicotropicas sdo uma importante
ferramenta no tratamento e controle de diversas condi¢des
psicopatologicas. Considerando a prevaléncia e a
relevancia dos transtornos mentais, observa-se o alto uso
de psicofarmacos em muitos paises e esses medicamentos
estdo entre os medicamentos mais prescritos®. Em estudo
realizado em 2015 em dez paises europeus, ao avaliar
individuos deprimidos, verificou-se que a prevaléncia anual
de uso de psicofarmacos foi de 15,1% entre as mulheres e
8,0% entre os homens’. Outro estudo realizado no Brasil
com 1.999 individuos relatou prevaléncia de 11,7% de
uso de drogas psicotropicas, 7,3% entre homens e 15,8%
entre mulheres. As classes terapéuticas mais comuns foram
antidepressivos (38,2%) e benzodiazepinicos (24%)%.

O clonazepam ¢ um benzodiazepinico que se
liga ao receptor do acido gama-aminobutirico (GABA),
principal neurotransmissor inibitdrio do Sistema Nervoso
Central (SNC) que pode causar tolerancia, dependéncia e
alteracdes fisiologicas no organismo humano. E indicado
para ansiedade, insOnia, relaxamento muscular e epilepsia’.

Estudos tém demonstrado que alteragdes
epigenéticas e consequente alteracdo da expressdao génica
podem ser decorrentes do uso de drogas'®!2. Uma potencial
alteracdo do epigenoma deve ser considerada devido aos
efeitos colaterais ¢ impacto no tratamento'®'?. Assim,
algumas drogas podem atuar como um fator adicional
na modulagdo de mecanismos epigenéticos!®, como
drogas antiepilépticas que modificam histonas por meio

de interagdo quimica direta com a histona desacetilase',
assim como os canabindides e opiaceos que desencadeiam
a hipermetilagdo do DNA'S6,

O uso de medicamentos para tratamento de
transtornos psiquiatricos também tem sido associado
a alteragdes epigenéticas'’, uma vez que o papel das
alteracdes epigenéticas na regulacdo do epigenoma tem
sido amplamente abordado em todo o mundo'® com estudo
aprofundado de vérias modificagdes, incluindo metilagao
do DNA, modificagdes de histonas, remodelacao da
cromatina ¢ microRNAY.

A metilacdo do DNA ¢ um mecanismo de regulacao
da expressdo génica amplamente conhecido®. No entanto,
recentemente foi descrito como o “modus operandi” do
processo de adaptacdo ao ambiente, uma resposta rapida
a eventos de exposi¢do?'. A metilagdo é considerada a
forma mais estavel de alteracdo epigenética. Tipicamente,
consiste na adi¢do de um grupo metil nos locais onde um
nucleotideo de citosina ocorre proximo a um nucleotideo
de guanina (CpGQ) e quando localizado em um promotor de
gene, a metilagdo do DNA normalmente atua para reprimir
a transcri¢do do gene®.

Assim, eventos estressantes percebidos pelo
individuo podem resultar na adigdo ou retirada de marcas
epigenéticas em posicdes especificas do DNA resultando
na alteragdo da expressdo génica?2,

Eventos estressantes em humanos ou em modelos
animais tém sido relacionados a hipermetilagdo em
posi¢des especificas do DNA na regido promotora do
receptor de glicocorticoide (GR), que tem fungdo de
regulacao hipotalamica do estresse no eixo neuroendédcrino
hipotalamo-hipofisario-adrenal (HPA) via producdo de
cortisol??, No entanto, a literatura relata que, entre outros
eventos ou condigdes, j4 foram descritos estressores
relacionados & hipometilagdo na mesma regido GRY.
Estudos em animais avaliaram eventos de metilacdao
diretamente no hipotalamo®?’, enquanto estudos em
humanos avaliaram eventos de metilagdo do sangue por
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sua homologia observada em diferentes tecidos com
expressao equivalente®.

O gene do receptor de glicocorticdide pertence
a subfamilia do Receptor Nuclear 3, Grupo C, Membro
1 (NR3Cl), que codifica o receptor de glicocorticoide
humano e esta localizado no cromossomo 5q31-323!. Este
gene consiste em oito éxons codificantes numerados de 2 a
9 e nove primeiros éxons ndo codificantes referidos como
A a J (excluindo “G”) que sdo considerados promotores
alternativos®. Os éxons 1D, 1J, 1E, 1B, 1F, 1C e 1H estdo
localizados dentro de uma ilha CpG contendo 3000pb ao
longo da regido promotora proximal do gene NR3C13%%,

Os éxons nao codificantes na regido promotora
do gene NR3Cl contém multiplas sequéncias de
dinucleotideos CpG sujeitas a metilagdo. Na regido 1F
existem 47 sitios CpG que foram estudados por muitos
autores relacionando efeitos de eventos estressantes como
estresse pré-natal e precoce, estresse pos-traumatico e
depressao?6:3234-43,

Varios estudos mostraram associacdo entre
metilagdo e eventos estressantes da vida ou gravidade
clinica, relatando hiper ou hipometilagdo (ou ambos)
usando diferentes métodos, incluindo pirosequenciamento
em diferentes locais CpG da regido 1F do gene NR3C1%.
Além disso, o uso de psicofarmacos para o controle de
patologias induzidas pelo estresse, incluindo a depressao,
foi relacionado a alteragdes epigenéticas ¢ mudangas
na expressdo génica. Alguns relatos mostraram que
antidepressivos e estabilizadores de humor exercem seu
efeito terapéutico, pelo menos em parte, por meio de
mecanismos epigenéticos*,

Até o momento, ndo ha dados conclusivos sobre
mudangas epigenéticas em relagdo aos padrdoes de
metilagdo do gene NR3Cl1 ¢ o uso de drogas psicotropicas.
Portanto, o objetivo ¢ avaliar a associag@o entre o uso de
psicofarmacos e a metilagdo do gene NR3C1 em individuos
adultos usuérios do Sistema Unico de Saude brasileiro,
para avaliar o papel de cada variavel e sua associagdo com
sintomas sugestivos de depressao.

B METODO
Desenho do estudo
Este ¢ um estudo observacional do tipo transversal.

Local do estudo e periodo

O estudo ocorreu entre abril e junho de 2017 no
municipio de Alegre-ES, situado na regido sudeste do
Brasil no estado do Espirito Santo, na regido do Caparad
Capixaba.

Populacgao do estudo e critério de elegibilidade

A populagdo do estudo foi composta por uma
amostra aleatoria de 386 individuos residentes nas areas
urbana e rural do municipio de Alegre-ES.

Os critérios de inclusao para participagao no estudo
foram os seguintes: ter de 20 a 59 anos, ser usudrio do
SUS e declarar livre consentimento para participagdo. Os
critérios de exclusdo foram estar gravida e ter condigdes
cognitivas que interferissem na resposta aos questionarios.
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Coleta de dados

Os dados foram coletados por meio de entrevista
individual com base em questiondrio que avaliou as
condi¢des socioecondmicas, de saude e de estilo de vida.
A baixa renda foi definida por uma renda per capita/
dia inferior a US$ 5 (cinco ddlares americanos)*’. A
escolaridade foi categorizada em menos de 8 anos de
estudo, 8 a Il anos de escolaridade e ensino superior
universitario. Género, raca autorreferida, idade; consumo
de alcool e tabaco atual e passado, atividade de lazer e
atividade fisica (em frequéncia semanal); autopercep¢ao
de satde (considerando saude boa ou ruim), estresse e
ansiedade autorreferidos; uso de medicamentos, agrupados
em classes semelhantes; também foram coletados.

A depressdo foi investigada por meio da aplicacao
do Inventario de Depressdo de Beck (BDI-II). O BDI-II
¢ um instrumento de autorrelato que avalia a presenca
e a gravidade de 21 sintomas depressivos (tristeza,
pessimismo, fracasso passado, perda de prazer, sentimentos
de culpa, sentimentos de puni¢cdo, auto-aversdo,
autocritica, pensamentos suicidas, choro, irritabilidade,
retraimento social, indecisdo, inutilidade, perda de energia,
alteracdes no sono, fadiga, perda de apetite, perda de peso,
preocupacdes somaticas e perda de interesse pelo sexo).
Cada sintoma ¢ avaliado em uma escala de 4 pontos
variando de 0 a 3, com pontuacdes mais altas indicando
sintomas mais graves de depressdo®. Os valores obtidos
foram adequados aos escores totais categorizados de
acordo com o seguinte reagrupamento utilizado para
populacdo em uso de atencdo primdria e populacdes ndo
clinicas: depressdao minima (BDI-II <10), depressao leve
(BDI-II 10-17) e depressdo ( BDI-IT > 18)4%,

Analise de sangue

Para a andlise de metilagdo do gene NR3CI, o
sangue periférico de 286 pacientes foi coletado apds jejum
de pelo menos oito horas. O método de extracdo de DNA
Salting-Out com precipitacdo salina foi realizado em
leucocitos do sangue total de acordo com Salazar et al.51.
A qualidade e concentracdo do DNA foram verificadas
através do NanoDrop® no comprimento de onda A = 260
e 280 nm, e a razdo de comprimento de onda, ou seja, 1,8
a 2,0, confirma a integridade do DNA sem contaminagao.

Ensaios de Metilagdo de Pirosequenciamento
Quantitativo - PMA

A conversao de bissulfito de sddio de 1 pg de
DNA foi realizada usando um kit (EpiTect® Bisulfite Kit;
Qiagen, Valencia, CA), seguindo as recomendagdes do
fabricante. Os ensaios de metilacdo de pirosequenciamento
foram realizados conforme descrito anteriormente®>*,
Brevemente, a incuba¢do do DNA alvo com bissulfito
de sddio resulta na conversao de residuos de citosina ndo
metilados em uracila, deixando as citosinas metiladas
inalteradas. Portanto, o tratamento com bissulfito da origem
a diferentes sequéncias de DNA para DNA metilado e
ndo metilado. A quimica da desaminagdo da citosina pelo
bissulfito de sodio envolve trés etapas: (1) sulfonacao; (2)
desaminacao e (3) dessulfonacao.
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A confirmagdo da qualidade do produto de PCR
e da auséncia de contaminagdo foi estabelecida em géis
de agarose a 2% usando GelRedTM (Uniscience). O
pirosequenciamento foi realizado usando o PSQ96ID
Pyrosequencer (Qiagen, Valencia, CA) com o kit de
reagentes PyroMark Gold Q96 (Qiagen, Valencia, CA), de
acordo com o protocolo do fabricante. Todas as condigdes
de pirosequenciamento estdo disponiveis na tabela 1.

Um indice de metilacdo média foi calculada a partir
da média das porcentagens de metilagao dos sitios CpG
avaliados no software Pyromark, usando as configuragdes
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padrao do software. Neste estudo, foram considerados todos
os niveis de metilacdo detectados no pirosequenciamento,
a fim de classificar os individuos em ndo metilados
(hipometilados) e metilados (hipermetilados), quando
apresentavam metilagdo em qualquer porcentagem acima
de zero.

Um esquema representativo da regido amplificada
de 47 CpGs ¢ os oito CpGs especificos do local analisado
usando ensaios de Dbissulfito-pirosequenciamento ¢é
mostrado na figura 1.

Tabela 1: Primers, condigdes de PCR e sequéncias analisadas para reac¢des de pirosequenciamento

PCR Primer PCR conditions
Forward 5-TTTTTTTTTTGAAGTTTTTTTA-3 95°C (14'307) 45
cycles
(410bp)
Reverse 5-BIOTIN-CCCCCAACTCCCCAAAAA-3’ 94°C (307)
50°C (307)
72°C (30”)
72°C (10)
4°C  indefinitely

Sequencing primers

40to 42 5-AGAAAAGAAATTGGAGAAATT-3'

CpG

43 to 47 5-GTTTTAGAGAGATTAGGT-3'

CpG

Analyzed sequences

Seq 1 YGGTGGTTTTTTTAAYGTYGTTTTAATCGTGTTGATCAGTCGCTTA
Seq 2 YGGTTTTYGTYGTTGTYGTYGTTAGTCAGTTCAGTCGTAGTCAGTCGTA

5q31.32
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Figura 1: Regido NR3C1 1F contendo 47 CpGs. Os CpGs estudados (40-47) sao mostrados na caixa de texto
em negrito. GenBank (NCBI - Access number: AY436590.1).

Andlise de dados

Os dados foram analisados por meio da tabela
de contingéncia do teste Qui-Quadrado com nivel de
significancia de 5% para caracterizagdo da amostra. Para
varidveis com mais de duas categorias, os valores de p
foram corrigidos por Bonferroni**.

A andlise quantitativa dos valores médios de
metilagdo das CpGs 40-47 ndo seguiu a distribui¢do
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normal, mesmo apds conversdo exponencial. Assim, os
valores foram dicotomizados em ndo metilados (valores
zero) e metilados (maiores que zero) para analise por
regressdo de Poisson com variancia robusta.

Modelos de regressio de Poisson bivariada e
multivariada com variancia robusta foram realizados
utilizando a variavel uso de psicofarmacos, variaveis dos
sintomas sugestivos de depressdo ¢ valores médios de



metilagdo das CpGs 40 a 47 como variaveis dependentes.

As variaveis preditivas na andlise bivariada com
valor de p menor que 0,20 (p<0,20) foram inseridas
no modelo multivariado de Regressdo de Poisson com
variancia robusta. Foi utilizado o método backward, ¢ as
variaveis com menor significdncia foram retiradas uma
a uma do modelo até que todas as varidveis presentes no
modelo tivessem significancia estatistica p<0,05. O teste
de Hosmer & Lemeshow foi utilizado para verificar o
ajuste do modelo final. A razdo de prevaléncia (RP) com
intervalo de confianga de 95% (IC 95%) foi utilizada como
medida de efeito.

Para verificar a associagdo entre uso de
psicofarmacos e metilagdo, foi definida uma nova
modelagem para Regressdo de Poisson com modelos
construidos hierarquicamente. Foi utilizada a seguinte
ordem: modelo simples (analise bruta); modelo 1:
analise ajustada para variaveis socioecondmicas (sexo,
escolaridade); modelo 2, ajustado para varidveis
socioecondmicas ¢ de saude (estresse, ansiedade, insonia
e saude autorreferida); e modelo 3, ajustado para variaveis
socioeconomicas, de satde e estilo de vida (consumo de
tabaco e alcool e atividades fisicas ou de lazer).

Para todas as analises estatisticas, adotou-se o nivel
de significancia de 5%, realizado com o software SPSS®
(versdo 13.0 para Windows) e Stata versao 11.0.

5

t

www. jhgd.com.br
Aspectos éticos e legais da pesquisa
Os individuos participantes do estudo assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo (CEP/CCS/UFES),
sob o numero 1.574.160, datado de 06/06/2016.

1

B RESULTADOS
Perfil socioeconémico

Os dados obtidos por meio da aplicagdo dos
questionarios indicaram que a maioria dos participantes
era do sexo feminino (311 ou 80,6%). Da populagdo
total, 62,4% relataram estar sob estresse, 66,9% relataram
ansiedade e 52,8% consideraram sua satde ruim. O perfil
socioecondmico também foi tragado de acordo com o uso
de drogas psicotropicas. Os resultados mostraram maior
prevaléncia de uso de psicofarmacos entre mulheres,
individuos de 41 a 59 anos, autorreferidos estressados e
com autopercepcao de satde ruim. O uso de psicofarmacos
foi verificado em 70 dos 386 individuos (10,9%). Entre
as drogas relatadas estdo clonazepan, cloxazolam e
alprazolam. O uso de bupropiona foi verificado em 1%,
fluoxetina/venlafaxina/paroxetina foi observado em 4,7%
e 1,6% utilizaram amitriptilina (tabela 2).

Tabela 2: Caracteristicas descritivas da amostra por uso de drogas psicotropicas e analise de regressao de

Poisson univariada com variancia robusta

Caracteristicas

Uso de Drogas psicotropicas

total Sim nao p

n (%) n (%) n (%)
Sexo
Masculino 75 19,4 27 36,0 48 64,0 0,001
Feminino 311 80,6 187 60,1 124 39,9
Idade
20 a 40 anos 170 44,0 75 44 1 95 55,9 0,001
41 a 59 anos 216 56,0 139 64,4 77 35,6
Raca
Branca 216 56,0 120 55,6 96 44 .4 0,959
N&o Branca 170 44,0 94 55,3 76 44,7
Anos de educacao
< 8 anos 179 46,4 100 46,7 79 45,9 0,874
entre 8 a 11 anos 141 36,4 76 35,5 65 37,8
Ensino Superior 66 17,1 38 17,8 28 16,3
Renda
Nao baixa renda (= $5.00/ dia) 115 29,8 20 28,6 95 30,1 0,805
Baixa renda (< $5.00/ dia) 271 70,2 50 71,4 221 69,9
Stress auto-avaliado
Nao 145 37,6 15 21,4 130 411 0,002
Sim 241 62,4 55 78,6 186 58,9
Ansiedade auto-avaliada
Nao 127 32,8 39 52,0 120 38,0 0,001
Sim 259 66,9 33 44,0 196 62,0
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Tabela 2: Caracteristicas descritivas da amostra por uso de drogas psicotropicas e analise de regressao de
Poisson univariada com variancia robusta

Caracteristicas Uso de Drogas psicotropicas
total Sim nao o]

n (%) n (%) n (%)
Depresséao
BDI-Il <10 202 52,2 22 33,3 180 62,17a 0,001**
BDI-Il 10-17 77 19,9 24 36,4 53 18,3b
BDI-Il = 18 77 19,9 20 30,3 57 19,7b
Not available* 31 8,0
Saude auto-avaliada
Boa ou muito boa 204 52,8 23 32,9 181 57,3 0,001
Regular ou pobre 182 47,2 47 67,1 135 42,7
Consumo de tabaco
Nao 355 92,0 61 87,1 294 93,0 0,101
Sim 31 8,0 9 12,9 22 7,0
Consumo de alcool
Nao 252 65,1 39 55,7 213 67,4 0,063
Sim 134 34,6 31 44,3 103 32,6
Atividade fisica
Sim 127 32,9 20 28,6 107 33,9 0,394
Nao 259 67,1 50 71,4 209 66,1
Atividade de lazer
Sim 179 46,4 31 442 148 46,8 0,699
Nao 207 53,6 39 55,8 168 53,2
Status de Metilagao
Sim 87 22,5 9 10,3 78 89,7 0,032*
Nao 299 77,5 61 20,4 238 79,6
Total 386 100,00 100,00 100,00

* Nao avaliado (ndo considerado nos calculos estatisticos). Variaveis categoricas apresentadas em frequéncias relativas (%) e absolutas
(n). * valor p: qui-quadrado, com 5% significancia (p<0.05); ** valor p qui-quadrado corrigido por Bonferroni. Letras diferentes na mesma
coluna significam diferenga estatistica.

A analise de regressdo bivariada de Poisson sexo. Além disso, verificou-se que a sensagao de fracasso,
com variancia robusta mostrou que o uso de drogas autoaversdao e perda de apetite estavam relacionadas a
psicotropicas estava associado a muitos sentimentos hipermetilagdo do NR3CI, como pode ser observado
abordados no inventario, como pessimismo, fracasso na tabela 3. A distribuicdo da metilagdo na populagdo
passado, irritabilidade, retraimento social, fatigabilidade, estudada pode ser vista na figura complementar 1 e na
insonia, preocupagdes somaticas e perda de interesse por tabela complementar 1.

Tabela 3: Andlise de regressao bivariada de Poisson com varidncia robusta para sintomas sugestivos de
depressao com uso de drogas psicotropicas e com analise de metilagao

Sintomas BDI-Il (N=356) Uso Drogas Psicotropicas (N=386) HIPERMETILAGAO (N=286)
(Total CpG 40 a 47)
PR 95% IC o] PR 95% IC o]
Tristeza 1,20 0,99-1,44 0,051~ 1,24 0,86-1,80 0,238
Pessimismo 1,24 1,03 -1,49 0,019 1,17 0,80-1,71 0,403
Fracasso Passado 1,22 1,01 -1,47 0,031* 1,52 1,05-2,20 0,024
Perda de Prazer 1,08 0,89 -1,30 0,412 1,24 0,85-1,79 0,254
Sentimentos de Culpa 0,96 0,76 — 1,20 0,726 1,07 0,69-1,64 0,750
Sentimentos de Punigéo 1,20 0,97 — 1,47 0,082 1,17 0,76-1,80 0,453
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Continuagao - Tabela 3: Analise de regressao bivariada de Poisson com variancia robusta para sintomas

sugestivos de depressao com uso de drogas psicotropicas e com analise de metilagéo

Sintomas BDI-Il (N=356) Uso Drogas Psicotropicas (N=386) HIPERMETILAGAO (N=286)
(Total CpG 40 a 47)
PR 95% IC o] PR 95% IC o]

Auto-aversao 0,99 0,81 -1,21 0,955 1,53 1,06-2,22 0,023*
Auto-Critica 0,96 0,79-1,17 0,740 1,23 0,85-1,78 0,260
Pensamentos Suicidas 1,15 0,90 - 1,41 0,236 1,29 0,80-2,10 0,289
Choro 1,19 0,99 -1,43 0,061* 1,26 0,87-1,83 0,211
Irritabilidade 1,34 1,10 -1,63 0,003* 1,17 0,80-1,71 0,402
Retraimento Social 1,23 1,03-1,49 0,022* 1,38 0,95-2,01 0,083*
Indecisao 0,96 0,79 -1,17 0,710 0,70 0,46-1,05 0,092*
Inutilidade 1,04 0,85-1,26 0,686 1,29 0,88-1,88 0,182*
Perda de Energia 1,29 1,07 — 1,55 0,005* 1,07 0,73-1,56 0,697
Alteragdes no Sono 1,35 1,11-1,64 0,002 1,35 0,88-2,07 0,156*
Fatigabilidade 1,09 0,91-1,32 0,329 1,37 0,94-2,00 0,096*
Perda de Appetite 0,98 0,77 - 1,24 0,869 1,56 1,05-2,31 0,027
Perda de Peso 1,14 0,93 - 1,41 0,193* 1,39 0,93-2,09 0,104*
Preocupagdes Somaticas 1,29 1,07 - 1,53 0,007* 1,11 0,76-1,61 0,566
Perda de interesse em 1,21 1,01 -1,45 0,038* 1,21 0,83-1,76 0,309
Sexo

Sintomas de depressao pelo indice de Depressao de Beck (BDI-I1). *variaveis para o modelo multivariado *N&o avaliado (ndo
considerado no calculo estatistico). PR: prevalence ratio; 95% IC: interval de confianga; p: valor-p.

O uso de drogas psicotropicas foi explicado pela foi associada a sintomas de fracasso ¢ perda de apetite
irritabilidade, dificuldade no trabalho ¢ insénia no modelo (tabela 5). Apoés ajuste de Hosmer & Lemeshow, ambos
multivariado (tabela 4). A hipermetilagdo do gene NR3Cl1 apresentaram boa aderéncia (p>0,05).

Tabela 4: Analise multivariada de regressao de Poisson com variancia robusta para uso de drogas psicotropicas
com sintomas sugestivos de depressao

Sintomas Uso de drogras psicotrépicas

PR 95% IC p
Irritabilidade 1,22 1,00-1,50 0,046
Perda de Energia 1,20 1,00-1,45 0,049
Alteracdes no Sono 1,25 1,03-1,52 0,022

* PR: razdo de prevaléncia; 95% IC: intervalo de confianga; p: p-valor.

Tabela 5: Anadlise multivariada de regressdo de Poisson com variancia robusta para hipermetilacdo e
hipometilagdo com sintomas sugestivos de depresséo

Sintomas HIPERMETILAGAO
(Mean value CpG 40 a 47)
PR 95% ClI P
Fracasso Passado 1,58 1,09-2,29 0,014
Indecisdo 0,63 0,41-0,96 0,032
Perda de Apetite 1,52 1,03-2,24 0,034

* PR: razéo de prevaléncia; 95% IC: intervalo de confianga; p: p-valor.
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A analise univariada realizada por regressdo de
Poisson mostrou que existe associagdo entre o uso de
drogas psicotropicas ¢ os padroes de metilagdo nos CpGs
40-47 (p=0,032). Assim, o uso de drogas psicotropicas
reduz o risco de hipermetilagdo em 48% no segmento
avaliado.

Um modelo foi construido com a inser¢do de
variaveis de confusdo de forma hierarquizada para analise
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multivariada e, por fim, o uso de drogas psicotropicas
apresentou associagdo com padrdes de metilagao (p=0,009).
Os dados mostraram que o uso de drogas psicotropicas esta
associado a reducao de 50% na metilagdo do gene NR3Cl.
O uso de drogas psicotropicas foi associado a
hipometilagdo quando usados os valores médios de
metilagdo das CpGs 40 a 47, mostrados na Tabela 6.

Tabela 6: Associagéo entre uso de drogas e valores médios de metilacdo dos CpGs 40 a 47

Classe Drogas

Uso droga psicotropica

Sim (n%)
70 (18,1)

Nzo (n%)
316 (81,8%)

Regressao Univariada Poisson

Analise Bruta

IRR IC 95% P
0,52 0,27;0,98 0,046
Regressao de Poisson Multivariada ajustada para variaveis de confusao
Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3
IRR IC 95% P IRR IC 95% p IRR IC 95% ¢]
0,48 0,26;0,91 0,025 0,43 0,22;0,83 0,012 0,50 0,26;0,95 0,009

Amostra complexa. Regressdo de Poisson univariada. Nivel de significancia de 5% (p<0,05). Variavel dependente: Metilagao(sim); Vari-
aveis independentes: uso de drogas psicotropicas. Analise bruta e modelos de regressdo de Poisson univariada ajustados hierarquica-
mente para fatores de confusdo: Modelo 1 - andlise bruta ajustada para variaveis socioeconémicas (sexo, idade e escolaridade); Modelo
2 — andlise, ajustada para varidveis socioecondmicas e de saude (estresse, ansiedade, insénia e saude); Modelo 3 — analise bruta,
ajustada para variaveis socioeconémicas, de saude e de estilo de vida (tabaco, alcool, atividade fisica e lazer). RP: razdo de prevaléncia;

IC 95%: intervalo de confianga de 95%; p: valor p.

H DISCUSSAO

Modificagdes na metilagdo do DNA de NR3CI1
foram associadas a eventos estressantes de vida e patologias
induzidas por estresse ou gravidade clinica®*. O uso de
drogas psicotropicas para controlar a depressdo e outras
patologias induzidas pelo estresse foram relacionados
a alteragdes epigenéticas**°, mas existem poucos
dados sobre a associagdo entre alteragdes epigenéticas
na metilagdo do gene NR3CI e uso de psicofarmacos.
Portanto, hipotetizamos que existe uma associacdo entre
o uso de psicofdirmacos e a metilagdo do gene NR3Cl1
influenciadas por sintomas sugestivos de depressdo em
individuos adultos.

Assim, na analise multivariada, o uso de drogas
psicotropicas foi associado a redugdo de 50% na metilagdo
do gene NR3C1. Além disso, sintomas depressivos, como
sensagdo de fracasso e perda de apetite, foram relacionados
a hipermetilacio do DNA de NR3CI. A andlise da
metilagdo e a relagdo com o uso de drogas psicotropicas
foram avaliadas em nossa populagdo de estudo por meio
de analises bivariadas e multivariadas em modelos de
regressao de Poisson. Nossos dados mostraram uma relagao
entre o uso dessas drogas e a desmetilagdo do DNA. Essa
relagdo permaneceu estatisticamente significativa nos trés
modelos apresentados, mesmo ap6s a adi¢ao de fatores de
confusdo, como varidveis socioeconomicas, de saude e
estilo de vida.

A literatura relata associacdo entre o uso de
psicofarmacos e alteragdes nos niveis de metilacao,
apontando  alguns medicamentos como  agentes

desmetilantes do DNA em varios genes e regides
repetitivas, demonstrando que pode haver desmetilagdo
genOmica global associada ao uso de psicotropicos'?. Cassel
e colaboradores destacaram os neuronios GABAérgicos
como as principais células-alvo da expressdo de Mecp2
em resposta a agentes elevadores de serotonina, sugerindo
que a sinalizacdo de serotonina aumenta o silenciamento
de genes em neurdnios pos-mitdticos®.

A populagdo estudada é composta por individuos
que utilizam frequentemente o sistema publico de saude,
a maioria composta por mulheres e com alta prevaléncia
de individuos com sintomas de estresse, ansiedade e
depressao. Em publicag@o anterior com a mesma casuistica,
verificou-se que essa populagdo esta exposta ao estresse
psicossocial, apresentando alta prevaléncia de excesso
de peso, doengas cronicas ndo transmissiveis, estresse ¢
ansiedade’, inseguranca alimentar®’ e depressao®.

A prevaléncia de individuos com sintomas de
depressao, avaliados na populacao estudada pelo inventario
BDI-II, considerando um escore > 18, foi de 19,9%, sendo
considerado acima da média populacional em estudos
populacionais gerais de populacdo ndo psiquidtrica. Um
estudo publicado pela Organizagdo Mundial da Saude
em 2017 mostrou que 5,8% da populagdo brasileira
estava deprimida e dados americanos da populagdo geral
mostraram que a frequéncia é de 5,9%'.

Em nossa amostra, 18,1% dos individuos
apresentaram uso continuo de psicofarmacos. Nossos dados
mostraram que o uso de psicofarmacos estava relacionado
a varios sintomas de depressdo avaliados pelo BDI-II. Na
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analise multivariada, o uso de drogas psicotropicas foi
relacionado a irritabilidade, dificuldade para trabalhar e
disturbios do sono.

O modelo final de analise multivariada mostrou
que os sintomas de fracasso, indecisdo e perda de apetite
associados as alteragcdes da metilagdo permaneceram no
modelo. O fracasso e a perda de apetite foram relacionados
ao aumento da metilagdo do DNA de NR3C1, enquanto a
indecisdo foi relacionada a desmetilagdo. Curiosamente, a
metilagdo ¢ a depressdo podem ndo ser um evento Uunico
do ponto de vista da regulagdo da expressdo génica,
pois diferentes sintomas estdo relacionados a eventos
epigenéticos contrarios.

A metilagdo do gene NR3CI nas amostras
dos individuos estudados foi relativamente baixa,
corroborando com McGowan e colaboradores (2009)3.
Além disso, as CpGs 16-21 e 37-38 correspondem ao sitio
de ligagdo do fator de transcrigdo (NGFI-A) da regido
1F do NR3CI, que corresponde ao exon 17 em ratos,
cuja regido genomica reguladora foi avaliada por Weaver
e colaboradores®. Os autores também demonstraram
que o baixo cuidado materno resultou em aumento da
metilagdo do sitio de ligagdo do NGFI-A do gene NR3Cl1
no hipocampo da prole de ratos, levando a diminuigao da
sua expressdo®®. No entanto, Moser e colaboradores (2007)
ndo mostraram diferencas na metilagdo na mesma regido
avaliando controles humanos saudaveis e individuos com
Parkinson, Alzheimer ou deméncia®®. Outro estudo com
224 sobreviventes do genocidio de Ruanda relatou menor
metilagdo no sitio de ligagdo NGFI-A do gene NR3C1 IF
associado ao transtorno de estresse pds-traumatico®.

A literatura apresenta resultados controversos
sobre padrdes de metilagdo no gene NR3Cl em
associagdo com a depressdo, provavelmente devido a
diferengas metodologicas, como a regido 1F escolhida
para analise, exclusdo ou inclusdo de individuos em uso
de antidepressivos, tamanho da amostra, entre outros.
Na ¢ colaboradores, em seu estudo com 177 pacientes,
sendo 45 pacientes com depressao sem antidepressivos,
relataram hipometilagdo nas posigdes 46 ¢ 47 da regido
1F do gene NR3Cl1 e relacionam ao transtorno depressivo
maior (MDD)*. No entanto, Melas e colaboradores, em
um estudo de satide mental de base populacional de 1668
individuos, sem exclusao de individuos usuarios de drogas,
avaliaram a metilagdo e correlacionaram com depressdo e
adversidade na infancia, observando padroes de metilagdo
aumentados na CpG 36 da regido IF do gene NR3C1%.
Oberlander e colaboradores, em seu trabalho com
gestantes com depressdo e ansiedade, avaliaram em dois
grupos, com ¢ sem uso de antidepressivo ¢ observaram
hipermetilagdo no CpG 47%. Embora controversos, esses
dados apresentam informagdes suficientes para supor que
diferentes eventos na depressdao podem alterar o perfil de
metilagdo do DNA no gene NR3C1%,

Existem poucos estudos disponiveis na literatura que
nos permitem entender exatamente como 0s sentimentos
podem alterar especificamente o DNA promovendo hiper
ou hipometilagdo. No entanto, ja se sabe que situagdes
especificas da vida, como as descritas no artigo de revisdao
de Argentieri ¢ colaboradores, podem promover alteragdes
em CpGs especificos tanto para hipermetilagdo quanto para
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hipometilagdo, sugerindo que o mecanismo de regulagdo da
expressdo génica em NR3C1 deve ser altamente refinado®.
Este estudo possui algumas limitagdes. Um estudo
transversal ndo permite inferir causalidade e dire¢do do
efeito. A metilagdo do DNA do NR3C1 foi dicotomizada
em abaixo ou acima de 0% para analisar a associagao entre
metilagdo e outras variaveis por regressao multivariada de
Poisson. Essa categorizacdo permite perda de sensibilidade
em relagdo ao uso da variavel quantitativa em porcentagem
do perfil de metilagdo. Entretanto, este estudo é de suma
importancia considerando a alta prevaléncia do uso de
drogas psicotropicas em que sugere que medicamentos
psiquiatricos podem estar associados a alteragdes
epigenéticas em genes envolvidos com a resposta ao
estresse. Além disso, demonstra a importancia destas
variaveis serem consideradas como variaveis de confusdo
em futuras pesquisas epigenéticas.

Il CONCLUSAO

Assim, nossos dados associam o uso de drogas
psicotropicas com hipometilagdo no promotor do
gene NR3CI, e sintomas sugestivos de depressdo com
hipermetilagdo. Nesse contexto, sugere-se modificagdes
epigenéticas decorrentes do uso de psicofarmacos e
sintomas especificos depressivos. Além disso, sugere-se
que estas variaveis devem ser consideradas como variaveis
de confusdo, principalmente em estudos populacionais
com avaliacdo epigenética, onde esses fatores podem
influenciar os achados de estudos futuros.

Esses achados corroboram para um melhor
conhecimento, uma vez que grande parte da populagdo
mundial consome drogas psicotropicas. Estudos como
este, em usuarios da atengdo basica, mostram a necessidade
de melhor atengdo a esses individuos, uma vez que na
perspectiva individual, eles tém pior qualidade de vida
e saude. Do ponto de vista coletivo, pela demanda de
atendimento, acabam também onerando os servigos de
satde pela alta demanda de consultas e medicamentos.
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Figura Suplementar 1: Graficos de dispersao do perfil de metilagdo dos individuos participantes do estudo.
Individuos hipometilados sao aderidos ao eixo x (valores de metilagdo iguais a 0) e individuos com porcen-
tagens de metilagdo acima de zero estdo dispersos no grafico com valores percentuais que variam de 0,4 a
29%. Os graficos de A a H mostram as dispersdes por CpGs individuais nas posi¢des 40 a 47. E o grafico |
mostra a dispersao considerando todo o segmento avaliado. Na composigéo dos graficos foram considerados
individuos hipermetilados (n = 87) e individuos hipometilados (286).

Tabela Suplementar 1: Padrdo de metilagdo para individuos com niveis de metilacdo acima de zero

CpG (n=286) METILAGAO
(CpG 40 to 47)

Prevaléncia da Porcentagem Valores: minimo-maximo

metilagao % (n) mediana da metilagdo
CPG 40 9,1 (27) 47 2,9-21,3
CPG 41 17,2 (51) 55 3,0-14,0
CPG 42 1,4 (4) 6,0 5,0-9,0
CPG 43 1,0 (3) 4,8 4,0-5,0
CPG 44 2,8 (8) 14,4 4,0-26,0
CPG 45 2,4 (7) 19,4 4,0-24,0
CPG 46 8,0 (23) 5,1 3,0-29,0
CPG 47 1,7 (5) 11,3 6,0-14,0
CPG40-47 22,5 (87) 0,7 0,4-12,9
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Abstract

Introduction: Psychiatric disorders have become a global problem that leads millions of people to
use psychotropic medications, especially benzodiazepines. The effects of these substances are widely
known regarding tolerance and chemical dependence, however, from epigenetics perspective, there are
still little known.

Objective: To evaluate the association between psychotropic drug use, NR3C1 gene methylation and
its relation with symptoms suggestive of depression in adult individuals assisted in the public health
system.

Methods: 385 adult volunteers (20-59 years) users of the Brazilian Unified Health System were recruited
to evaluate socioeconomic, health, lifestyle conditions in a cross sectional study. BDI-Il evaluated
symptoms suggestive of depression and pyrosequencing evaluated NR3C1 DNA methylation. Bivariate
and multivariate Poisson regression model with robust variance (p < 0.05) evaluated the association
between psychotropic drug use and NR3C1 gene methylation.

Results: Specific depressive symptoms such as irritability, insomnia and fatigability were associated
with psychotropic drug use. Symptoms of past failure, indecision and loss of appetite were associated
with hypermethylation patterns in CpGs 40 to 47 of NR3C1 gene. Moreover, psychotropic drug use is
associated with 50% reduction in NR3C1 gene methylation, through model adjusted with socioeconomic,
health and lifestyle confounding variables.

Conclusions: Psychotropic drug use and depressive symptoms was associated with changes in
NR3C1 DNA methylation. In this context, epigenetic modification resulting from psychotropic drug use
and depressive symptoms could be considered, mainly in population studies with epigenetic evaluation,
where these factors may be influencing the findings of future studies.

Key words: Methylation, NR3C1, psychotropic drugs use, depressive symptoms.
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