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RESUMO

Os transtornos de ansiedade (TAs) sdo considerados o maior grupo de transtornos
mentais incapacitantes, com inicio durante a infancia, adolescéncia ou comego da idade
adulta. Se ndo tratados, os TAs tendem a ser cronicos com curso flutuante, associados a co-
ocorréncia de depressdo e varias outras condi¢des. Novos estudos vem sendo desenvolvidos
para avaliar marcadores bioldgicos (biomarcadores) com alto valor preditivo, para melhor
compreensdo do desenvolvimento dos TAs. Nesse sentido, a inflamagdo e componentes do
sistema imune — incluindo citocinas pré e antiinflamatérias, o stress oxidativo, o
encurtamento do comprimento dos telomeros e a aceleragdao da idade epigenética a partir de
perfis de metilacdo de citosina fosfato guaninas (CpGs) no DNA poderiam ser considerados
potenciais biomarcadores para estudos em TAs. O objetivo desse estudo foi avaliar a
associacdo entre esses plausiveis biomarcadores € TAs ao longo do tempo. Primeiro,
estudamos um possivel papel dos TAs na predi¢do dos niveis séricos de interleucina-10 (IL-
10), interleucina-6 (IL-6), interleucina-1p (IL-1pB), fator de necrose tumoral-o. (TNF- a), fator
neurotréfico derivado do encéfalo (BDNF) e contetido proteico de carbonila (PCC), avaliados
em uma populacdo de adolescentes oriundos de uma amostra comunitiria apds 5 anos de
seguimento. Entdo, investigamos o comprimento dos telomeros (CT) e a idade de metilacao
do DNA (idade de DNAm) em TAs no inicio do estudo e apds 5 anos, comparando as
diferentes trajetérias de TAs. N6s demonstramos uma associacdo direta significativa entre a
presenca de TAs no inicio do estudo e o log IL-6 (B = 0,34, SE = 0,11, p = 0,002) e o log
BDNF (B =-0,10, EP = 0,05, p = 0,033) cinco anos mais tarde, sugerindo que o diagndstico
prévio de TA previu niveis mais altos de IL-6 e menores niveis de BDNF no seguimento. Por
outro lado, ndo encontramos diferencgas significativas entre as trajetorias dos TAs em relacdo
a aceleracdo da idade epigenética. Em relacdo ao CT, os ansiosos cronicos nio reduziram
significativamente seus telomeros. Além disso, ndo houve correlagdo significativa entre a CT
e idade de DNAm. Esses achados apontam para IL.-6 e BDNF como potenciais biomarcadores
para os TAs, destacando que fendmenos inflamatérios pode ocorrer no contexto de
transtornos psiquidtricos na infancia e adolescéncia, enquanto sugerem que os marcadores de
envelhecimento celular no ambito dos TAs poderiam ndo ser biomarcadores muito
promissores nessa faixa etaria. Novos estudos poderiam avaliar melhor essas associagdes em
individuos jovens, a fim de buscar marcadores efetivos que auxiliem no diagnéstico,

progndstico e compreensao do desenvolvimento e trajetdrias dos TAs.



ABSTRACT

Anxiety disorders (ADs) are the largest group of disabling mental disorders in most
western societies, with onset during childhood, adolescence or early adulthood. If untreated,
ADs tend to be chronic with waxing and waning course associated to the co-occurrence of
depression and several other conditions. New studies have been designed to evaluate
biological markers (biomarkers) with high predictive value to better understand the
development of ADs. In this sense, inflammation and immune system components, including
pro- and anti-inflammatory cytokines, oxidative stress, telomere length (TL) shortening and
epigenetic age acceleration from DNA methylation (DNAm) profiles of cytosine phosphate
guanines (CpGs) could be potential biomarkers to studies in ADs. In this study, we aimed to
evaluate the association between these plausible biomarkers and ADs over time. First, we
studied a possible role of ADs in predicting serum levels of interleukin-10 (IL-10),
interleukin-6 (IL-6), interleukin-1p (IL-1P), tumor necrosis factor-a (TNF-a), brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), and protein carbonyl content (PCC), assessed in a community
sample of adolescents after 5 years of follow-up. So, we investigate TL and DNA methylation
age (DNAm age) in ADs at baseline and after 5 years, comparing the different trajectories of
ADs. We found a significant direct association between the presence of ADs at baseline and
log IL-6 (B = 0.34, S.E. = 0.11, p = 0.002) and log BDNF (B =-0.10, S.E. = 0.05, p = 0.033)
five years later, suggesting that previous AD diagnosis predicted higher levels of IL-6 and
lower BDNF levels in the follow-up evaluation. On the other hand, we did not find significant
differences between the trajectories of the ADs in relation to the acceleration of the epigenetic
age. With respect to CT, chronic anxieties did not significantly reduce their telomeres. In
addition, there was no significant correlation between CT and age of mDNA. These findings
point to IL-6 and BDNF as potential biomarkers for ADs, noting that inflammatory
phenomena may occur in the context of psychiatric disorders in childhood and adolescence,
while suggesting that cellular aging markers within ADs may not be very promising
biomarkers in this age group. New studies could better evaluate these associations in young
individuals, in order to find effective markers that aid in the diagnosis, prognosis and

understanding of the development and trajectories of the ADs.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS
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1 APRESENTACAO

Este trabalho consiste na tese de doutorado intitulada “Estudo de Biomarcadores
Imunolégicos e de Envelhecimento Celular no Curso dos Transtornos de Ansiedade”,
apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em Psiquiatria e Ciéncias do Comportamento da
Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio Grande do Sul em Fevereiro de 2019.
Esta organizado na seguinte ordem: Introdugdo, Justificativa, Objetivos, Artigo #1 (submetido
ao Journal of Psychiatric Research), Artigo #2 (submetido ao The World Journal of
Biological Psychiatry), e Consideracdes Finais.

Os artigos apresentados nesta tese fizeram parte de um grande projeto intitulado
Avaliacdo Multidimensional e Tratamento da Ansiedade em Criangas e Adolescentes —
Projeto PROTAIA, cujos objetivos foram avaliar em uma coorte de criancas e adolescentes,
minuciosamente caracterizada, multiplos aspectos envolvidos com os Transtornos de
Ansiedade (TAs). O Projeto compreendeu avaliagdes acerca de aspectos da neuropsicologia,
nutri¢do, neurocogni¢ao, genética, marcadores inflamatorios, erosdo telomérica, neuroimagem
funcional, entre outros considerados relevantes para o estudo dos TAs.

O artigo #1, intitulado “Anxiety disorders in childhood can predict youth IL-6 and
BDNF levels: a mediation study including metabolic stress and childhood traumatic events”,
se propOs a investigar um possivel papel dos TAs na predicdo dos niveis séricos dos
marcadores inflamatérios IL-10, IL-6, IL1B, TNF-a, BDNF, e contetido de proteina carbonil
como um indicador de stress oxidativo, avaliados apds 5 anos de acompanhamento em
adolescentes. Além disso, buscou-se possiveis mediadores para essas associacoes, incluindo
atividade fisica, marcadores metabdlicos e trauma na infancia.

No artigo #2, denominado “A longitudinal study evaluating cellular ageing in
adolescents with different anxiety disorder trajectories”, o encurtamento do comprimento dos
telomeros (CT) e a idade epigenética, ou de metilacio do DNA foram avaliados no inicio do
estudo e apés um periodo de acompanhamento de 5 anos, a fim de investigar se diferentes
trajetorias dos TAs estariam associadas a um envelhecimento celular acelerado.

Através dos estudos aqui apresentados, procurou-se propor possiveis biomarcadores
que auxiliem a compreender a fisiopatologia dos TAs, bem como auxiliem no diagnostico,

prognostico e tratamento desses transtornos.
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2 INTRODUCAO

O termo ansiedade refere-se as respostas fisiologicas frente a algum estimulo que o
cérebro considere como perigoso ou ameacador, seja esta ameaca real ou imaginéria.
Evolutivamente, similaridades entre as espécies em relacdo as respostas ao perigo € aos
circuitos cerebrais envolvidos apontam para aspectos adaptativos da ansiedade. Portanto, a
ansiedade nao é tipicamente patologica, uma vez que se trata de uma resposta adaptativa em
muitos cenarios nos quais protege contra a presenga de uma ameaca ou perigo iminente.
Porém, quando se torna excessivamente frequente, grave e persistente, passa a ser considerada
disfuncional ou patolégica. Assim, a ansiedade patologica em qualquer idade pode ser
caracterizada por graus persistentes ou intensos de ansiedade e esquiva associados a
sofrimento ou prejuizo subjetivo (BEESDO; KNAPPE; PINE, 2011).

Nesse sentido, os Transtornos de Ansiedade (TAs) compreendem os niveis de
manifestagdes dos sintomas ansiosos de maneira persistente e acarretando prejuizo aos
individuos. Segundo a mais recente edicdo do Manual Diagndstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-5), os TAs incluem: fobia especifica (FE), transtorno de
ansiedade generalizada (TAGQG), transtorno de ansiedade social (TAS, anteriormente fobia
social), transtorno do panico (TP), agorafobia, transtorno de ansiedade de separacdo (TASep)
e mutismo seletivo (CRESWELL; WAITE; COOPER, 2014). Diferentemente da versao
anterior (DSM-1V), no DSM-5, transtorno de stress pds-traumético (TEPT) e transtorno de
stress agudo sdo agrupados no subgrupo transtornos relacionados ao trauma e a estressores,
ou seja, ja ndo estdo incluidos na categoria TAs (CRESWELL; WAITE; COOPER, 2014). O
Quadro 1 apresenta as principais caracteristicas de cada um dos TAs.

Esses transtornos tipicamente t€m um impacto negativo sobre desempenho escolar,
vida familiar e atividades de lazer (ESSAU; CONRADT, 2000; EZPELETA et al., 2001). Os
TAs em jovens estdo associados com o aumento das taxas de ansiedade e depressdo na vida
adulta precoce, uso de substincias psicoativas, bem como com uma série de outros eventos

adversos para a saiude mental e curso de vida (WOODWARD; FERGUSSON, 2001).
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Quadro 1 - Caracterizagao dos Transtornos de Ansiedade.

FE: caracteriza-se por reagdes exacerbadas de medo irracional a
lugares, situacdes ou objetos comuns considerados ameacadores ou
perigosos pelos individuos, por um periodo de 6 meses ou mais.

TAG: compreende preocupacdo e ansiedade excessivas sobre
diversos eventos da vida, por no minimo 6 meses, incluindo
sintomas como fadiga, distirbios do sono, dores de cabeca, tensdao
muscular, irritabilidade, levando a comprometimento da qualidade
de vida em diversos ambitos.

TAS: compreendem ansiedade social suficientemente alta e/ou
recorrente, de tal forma que prejudica as interagdes sociais do
individuo, incluindo medo e evitacdo de situagdes sociais, durante
no minimo 6 meses.

TP: envolve a presenca de ataques de panico recorrentes e
inesperados e preocupacdo persistente (por um més ou mais) sobre
os ataques adicionais de panico e suas consequéncias, assim como
comportamento evitativo.

Agorafobia: caracterizada por medo ou ansiedade acentuada sobre
a exposicdo a espagos publicos, temida e evitada porque a pessoa
acredita que a fuga pode ser dificil ou a ajuda pode ndo estar
disponivel em caso de desenvolver sintomas ansiosos.

TASep: inclui manifestacdes como desconforto com a ideia de
separacdo, medo de estar sozinho ou sem a figura de afeto, em
niveis exagerados e descontextualizados, por no minimo 6 meses.
Mutismo seletivo: comum na infincia, consiste em auséncia de
fala, evidenciada por no minimo um més, em situagcdes publicas
especificas em que € esperada a fala da crianca.

(ASMUNDSON; TAYLOR; SMITS, 2014; BATTAGLIA, 2015; STEIN; SAREEN, 2015; WONG;
GREGORY; MCLELLAN, 2016).

2.1 Epidemiologia e Trajetorias dos Transtornos de Ansiedade

Aproximadamente um em cada quatro individuos provavelmente tem ou ja tiveram
algum transtorno de ansiedade (KESSLER et al., 2012). A estimativa de prevaléncia ao longo
da vida para os TAs varia entre 4,8% na China a 31% nos Estados Unidos, e a prevaléncia
global de 12 meses varia entre 2,4% na Italia a 29,8% no México, sendo especificas para cada
pais e dependentes dos instrumentos utilizados para avaliagdao. Globalmente, a prevaléncia de
12 meses € ligeiramente menor do que a prevaléncia ao longo da vida, indicando que os
transtornos de ansiedade sdo relativamente persistentes (CRASKE et al., 2017).

De acordo com dados retrospectivos e prospectivos em populacdes de criangas e
adolescentes, a maioria dos TAs comec¢a cedo na vida. Os TAs estdo entre os transtornos
psiquiatricos mais comuns em jovens, com estudos indicando uma prevaléncia entre 9% e

32% durante a infancia e adolescéncia (CRESWELL; WAITE; COOPER, 2014). No Brasil,
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foi descrita uma prevaléncia de 5,2% para qualquer transtorno de ansiedade em uma amostra
de 1.251 escolares (Tabela 1) (FLEITLICH-BILYK; GOODMAN, 2004). As fobias e a
ansiedade de separacdo tém um inicio particularmente precoce, com o maior risco de
incidéncia entre os 6 e os 17 anos de idade. No entanto, para alguns TAs, como o TAG por

exemplo, a ansiedade pode surgir na idade adulta e no final da vida (CRASKE et al., 2017).

Tabela 1 - Prevaléncia (percentual e IC 95%) para Transtornos de Ansiedade do DSM-IV
para a populagdo de Taubaté, Brasil (N = 1.251).

Prevaléncia IC

TA (DSM-1V) 95%) (
Qualquer transtorno de ansiedade 5,23,4-7,0)
Transtorno de separacdo 1,4 (0,6 - 2,2)
Fobia especifica 1,0 (0,3-1,8)
Fobia social 0,7 (0,1-1,3)
Transtorno de ansiedade generalizada 0,4(0-0,8)
Ansiedade ndo especificada 2,1 (1,0-3,3)

Adaptado de FLEITLICH-BILYK; GOODMAN, 2004.

No que diz respeito ao curso ao longo da vida, os TAs sao condicdes cronicas
altamente persistentes, como sugerem os achados de estudos clinicos e transversais, € a
persisténcia do transtorno parece ser mais devida a recorréncia do que a cronicidade
(ASSELMANN; BEESDO-BAUM, 2015; GREEN et al., 2013). Estudos longitudinais
prospectivos constataram que os TAs na infancia ou adolescéncia sdo fortes preditores para a
presenca da mesma condic¢do (continuidade homotipica), bem como para a presenca de outros
transtornos mentais (continuidade heterotipica) ao longo da vida (ASSELMANN; BEESDO-
BAUM, 2015; COPELAND et al., 2013). Entretanto, apenas uma minoria de individuos foi
diagnosticada com o mesmo distiirbio em varios momentos (BEESDO-BAUM et al., 2012).
Com relacdo a continuidade heterotipica, associa¢des particularmente fortes sao relatadas para
os transtornos de ansiedade e depressdo subsequente (ASSELMANN; BEESDO-BAUM,
2015; BRUCE et al., 2005).

2.2 Neurofisiopatologia dos Transtornos de Ansiedade

Estudos com neuroimagem estrutural e funcional revelam alteracOes na amigdala,
cortex cingulado anterior e hipocampo envolvidos em todos os TAs (Fig. 1). O aumento do
volume da amigdala parece estar correlacionado com mais sintomas de ansiedade

(MACHADO-DE-SOUSA et al., 2014; QIN et al., 2014). Pacientes com TAS mostram
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aumento da ativacdo da amigdala durante a apresentacdo de sintomas de ansiedade
antecipatéria comparados a individuos saudaveis sem o transtorno (BOEHME et al., 2014).
Foi observado que pacientes com TAG apresentam atividade anormal da amigdala e do cortex
pré-frontal, baixa conectividade entre amigdala, cortex cingulado anterior e cortex pré-frontal,
além de volume aumentado da substincia cinzenta na amigdala bilateral, e conectividade
estrutural diminuida entre essas estruturas (HILBERT; LUEKEN; BEESDO-BAUM, 2014).
DUVAL; JAVANBAKHT; LIBERZON, 2015 sugerem a diminuicao da conectividade entre
as areas geradoras de emog¢do (amigdala, insula) e as regides reguladoras corticais (cOrtex pré-

frontal medial, cortex cingulado anterior rostral).

Figura 1 - Principais regides do cérebro envolvidas na geracdo e regulacdo das

emocoes e deteccdao de ameacas.
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Nesse modelo, o medo e a ansiedade causados pela amigdala s@o regulados por meio de conexdes bidirecionais
com o cortex pré-frontal ventromedial (CPFm) e o cértex cingulado anterior (ACC), juntamente com as

conexdes entre essas regides e o hipocampo (CRASKE et al., 2017).

Algumas alteracdes evidenciadas em testes neuropsicoldgicos também estdo
associadas aos transtornos de ansiedade em criancas, adolescentes e adultos, incluindo
alteracdes na memoria de trabalho, viés atencional e reconhecimento de faces (JARROS et al.,
2012; SALUM et al., 2013a). Além disso, o avanco de novos métodos bioestatisticos e

moleculares tem possibilitado a investigacdo sobre a etiologia dos TAs sugerir mecanismos
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neurobioldgicos envolvidos na génese e desenvolvimento desses transtornos mentais

(KENDLER, 2013).

2.3 O sistema imune e os Transtornos de Ansiedade: a hipétese da neuroinflamacdo

O termo “neuroinflamagdo” € usado para descrever os processos relacionados ao
sistema imunoldgico que ocorrem no sistema nervoso central (SNC). A neuroinflamag¢do nao
patologica refere-se a condigdes que nao exibem quebra significativa da barreira hemato-
encefélica, infiltracdo de células imunes periféricas, ou perda da integridade do SNC,
incluindo doenca mediada por citocinas ap0ds infeccdo, stress psicolégico e envelhecimento.
Os sinais inflamatérios que chegam ao SNC sdo interpretados e propagados pelas células
imunes residentes, que produzem citocinas, quimiocinas e mensageiros secundarios. Em
geral, as respostas inflamatdrias transitérias no SNC sdo benéficas, porém a neuroinflamacao
cronica € mal-adaptativa e afeta profundamente a plasticidade neuronal e a homeostase
cerebral (WOHLEB; GODBOUT, 2013).

A neuroinflamacao prolongada estd comumente associada a doengas cronicas, doengas
neurodegenerativas, stress e envelhecimento, prejudicando a regulagdo neuroimune e afetando
negativamente os processos cognitivos e comportamentais normais (WOHLEB; GODBOUT,
2013). Neuroinflamag¢do e desregulacdo da microglia estdo associados a transtornos
psiquiatricos, incluindo transtorno obsessivo-compulsivo e esquizofrenia (BECHTER et al.,
2010; RODRIGUEZ et al., 2017). Além disso, regides especificas do cérebro que respondem
ao stress tém ativacdo correspondente de neurdnios e microglia que promovem o
desenvolvimento de comportamentos semelhantes a ansiedade (HINWOOD et al., 2012;
TYNAN et al., 2010; WOHLEB et al., 2011). Sabe-se que o stress psicoldégico promove o
desenvolvimento de déficits comportamentais, incluindo ansiedade, isolamento social e
comportamentos depressivos em roedores, consistente com relatos clinicos que indicam que
altos niveis de stress estdo associados a condicOes inflamatérias e uma maior incidéncia de
transtornos mentais, incluindo depressao e ansiedade (O’DONOVAN et al., 2012; WOHLEB
et al., 2011; WOHLEB; GODBOUT, 2013).

Acredita-se que a ativacdo das células da glia pode induzir um aumento nos niveis de
citocinas pro- e anti-inflamatdrias e espécies reativas de oxigénio, o que pode levar a
modulagdo da funcdo neuronal e da neurotoxicidade observadas em diversas patologias
cerebrais (Giacobbo et al, 2018). Em condicdes de stress fisico ou psicoldgico, a circulagio de
citocinas pro-inflamatérias estd aumentada (MOONS; SHIELDS, 2015). Desequilibrios nas

concentracdes sist€émicas de citocinas pro-inflamatorias como fator de necrose tumoral-a
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(TNF-a), interleucina-1p (IL-1B) e interferon- gama (IFN-y), e anti-inflamatdrias, como
interleucina-10 (IL-10), tém sido implicados na etiologia e sintomatologia dos TAs (BELEM
DA SILVA et al., 2016; DUIVIS et al., 2013; HOU et al., 2017; OGLODEK et al., 2015;
WOHLEB; GODBOUT, 2013). Além disso, a inflamacdo crdénica facilita a liberacdo de
potentes espécies reativas de oxigénio (EROs) e um aumento no estado de stress oxidativo, e
essas condicoes também foram associadas aos TAs (BOUAYED; RAMMAL; SOULIMANI,
2009; ERCAN et al., 2017). Nesse sentido, € de fundamental importancia a compreensao da
regulacdo neuroimune e os mecanismos que medeiam a neuroinflamacdo, pois essas vias

provavelmente contribuem para a fisiopatologia dos TAs.

Figura 2 - Neuroinflamag¢do ndo patoldgica.
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Estressores diversos podem estimular a microglia e ativar processos neuroinflamatdrios que incluem o aumento
de mediadores pré-inflamatdrios tanto na circulacdo periférica quanto no sistema nervoso central (SNC). A
neuroinflamag@o estd subjacente a muitos transtornos psiquidtricos, incluindo depressdo, ansiedade e

esquizofrenia. Adaptado de LURIE, 2018.

2.4 Fatores genéticos e epigenéticos na etiologia dos Transtornos de Ansiedade

Sob o ponto de vista genético, os TAs sdo considerados transtornos complexos, ou
seja, refletem a influéncia de varios ou muitos genes de pequeno efeito, interagindo com
outros genes e modulados por fatores ambientais (ASK et al., 2016; SALUM et al., 2013b;
SMOLLER; BLOCK; YOUNG, 2009). Estudos com gé€meos sugerem que a herdabilidade
dos TAs, ou seja, a proporcao da variabilidade fenotipica explicada por fatores genéticos,

varia entre 30 e 40% (CRASKE et al.,, 2017; SHIMADA-SUGIMOTO; OTOWA;
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HETTEMA, 2015). Dados de estudos com gémeos também indicam uma consideravel
sobreposicdo genética entre os diferentes transtornos de ansiedade e seus sintomas associados,
tanto em adultos como em criancas e adolescentes (KENDLER et al., 2011; WASZCZUK et
al., 2014). Abordagens recentes de GWAS (genome wide association studies) tem
identificado, a partir de sistemas neurais envolvidos nos TAs, genes de suscetibilidade como
FKBP5, que codifica uma molécula reguladora do receptor de glicocorticoide e FAAH, que
codifica a enzima degradante de endocanabindide, associados ao aumento da reatividade da

amigdala e redugao das conexdes entre amigdala e hipocampo (CRASKE et al., 2017).

Mais recentemente, tem se destacado os estudos acerca da “epigenética”, definida
como o conjunto de alteracdes reversiveis na expressdo gé€nica que ndo coincidem com
alteracoes na sequéncia do DNA e podem ser transferidas para geracdes sucessivas de células
(MAZE, I; NESTER, 2011). Os mecanismos epigenéticos que regulam a expressao gé€nica
compreendem a remodelacdo da cromatina, metilagio do DNA e RNAs ndo codificantes. A
metilagdo do DNA controla genes de marcagdo da expressdo génica para silenciamento ou
ativacdo. Especificamente, as metiltransferases de DNA marcam o DNA transferindo um
grupo metil para a posicao 5 'do anel de citosina pirimidina para produzir 5'-metilcitosina (5'-
mC) (Fig. 3 a). Isto ocorre frequentemente em dinucledtidos de citosina - guanina (CpG) para
formar 5 ' dinucleétidos de metilcitosina guanina (mCG). Regides de DNA que contém alta
densidade de dinucleotideos CpG sdao “ilhas CpG” e a maioria estd localizada em regides
promotoras. Quando as modificacdes epigenéticas sdo, principalmente, em regides
regulatdrias (regides promotoras, por exemplo), elas regulam o estado transcricional do gene:
hipermetilacdo reprime a transcricdo enquanto que o estado hipometilado pode levar ao
aumento dos niveis de transcricdo (Fig. 3 b) (MAZE, [; NESTER, 2011; ZHANG; MEANEY,
2010).
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Figura 3 - Metilagao do DNA.
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a) As metiltransferases de DNA catalisam a transferéncia do grupo metilo para a posicao 5 da citosina no ADN,
produzindo 5-metilcitosina. b) Efeito potencial de alteracdes epigenéticas induzidas pelo ambiente na expressio
génica. Neste modelo hipotético, o gene A € hipometilado, enquanto o gene B € hipermetilado em resposta a
estimulos ambientais. As alteracdes na expressdo génica podem ndo ocorrer até que um stress ambiental
secundario ou estado fisiologico especifico seja alterado, permitindo que fatores especificos de transcricdo se
liguem ao gene hipometilado A, mas ndo ao gene B hipermetilado, o que resulta na transcricdo do gene A.

Adaptado de BARRES; ZIERATH, 2016 e RICHARDSON, 2007.

Estudos envolvendo diferentes tecidos e métodos sugerem diferencas nos padrdes de
metilacdo do DNA entre individuos com e sem diagndstico psiquiatrico. Tais diferencas sao
encontradas tanto em genes candidatos, como SLC6A4, MAOA, NR3C1, quanto na metilagdo
do DNA global (DOMSCHKE et al., 2012; NIETO et al., 2016; TYRKA et al., 2012, 2015).
Em TP em adultos, foi demonstrada hipometilacao do gene GADI (glutamato descarboxilase
1) e do gene da MAOA, e adultos com TAS exibiram hipometilacdo do gene OXTR (receptor

de ocitocina). Estes e outros estudos apontam para diferencas na metilacio do DNA em
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distirbios de ansiedade especificos, as quais poderam servir como biomarcadores ou alvos

terapéuticos (DOMSCHKE et al., 2012, 2013; NIETO et al., 2016).

2.5 Novas abordagens: o envelhecimento celular nos Transtornos de Ansiedade

7z

O envelhecimento acelerado é comumente observado em varias doencas cronicas
(BARTON; HUSMANN; MEYER, 2016; FRIES et al., 2017; KUWANO et al., 2016). Ha
algumas décadas, pesquisas buscando compreender o envelhecimento tem sugerido a
identificacdo de biomarcadores que poderiam prever com precisdo a capacidade funcional de
uma pessoa ou 6rgdo e como ela muda com a idade, ou seja, marcadores de idade bioldgica.
Esses marcadores seriam mais eficientes que a idade cronoldgica, que € uma medida
substituta imperfeita do processo de envelhecimento (HORVATH, 2013a).

O envelhecimento pode ser considerado um construto multidimensional, incluindo
mudancas fisicas, psicossociais e biologicas. O estudo do dos mecanismos moleculares
envolvidos no declinio bioldgico relacionado a idade em populagdes vem sendo investigado
através de “reldgios bioldgicos” relevantes, entre os quais podemos destacar o comprimento

de teldomero (CT) e a idade de metilacdo do DNA (idade de DNAm) (FRIES et al., 2017).

2.5.1 Encurtamento de telomeros nos TAs

Nas ultimas décadas, vérios estudos deram suporte para uma associacdo entre a
histéria de stress na infancia e menor comprimento de teldomero (CT) (SHALEV, 2013).
Telomeros sdo sequéncias TTAGGG repetitivas, que “encapam” e protegem as extremidades
dos cromossomos, desempenhando um papel importante na regulagdo da replicacdo celular, e
reduzindo-os progressivamente a cada divisdo celular (MOFFITT; THE KLAUS-GRAWE
2012 THINK TANK, 2013). Além da erosao replicativa, a estrutura dos telomeros € sensivel
a uma ampla gama de fatores enddgenos e ambientais, como a progressao inadequada do ciclo
celular por mitose, stress oxidativo, stress genotoxico, dlcool, hormonios do stress e stress

psicoldgico (Fig. 4) (YE et al., 2014).



Figura 4 - Organizagao e sinalizagcdo de teldmeros.
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Os telomeros podem ser vistos como antenas receptoras ou transmissoras que podem integrar uma ampla gama
de sinais endégenos e exdgenos (caixas cinzas), modificando seu comprimento e / ou estrutura da cromatina, o

que leva a mudancas no destino da célula (caixas vermelhas). Adaptado de YE et al., 2014.

Novos estudos tem associado CT mais curto a diversos fatores de risco que predizem a
morbidade de doengas como tabagismo, obesidade, esquizofrenia, transtornos de humor e
stress psicossocial (BUXTON et al.,, 2011; KIECOLT-GLASER et al., 2011). Individuos
adultos que relataram abuso fisico, negligéncia emocional, ou outros eventos adversos durante
a infancia, apresentaram CT significativamente mais curto, independente de potenciais
confundidores, tais como idade, sexo ou presenca de tabagismo (DONOVAN et al., 2012;
KANANEN et al., 2010; KIECOLT-GLASER et al., 2011). Em um estudo longitudinal,
criancas que sofreram dois ou mais tipos de exposicio a violéncia mostraram
significativamente mais erosdo dos telomeros entre as medidas basais realizadas aos cinco
anos e reavaliadas no seguimento, aos 10 anos de idade (SHALEV et al., 2013). Além disso, o
grau de encurtamento dos telomeros estd envolvido com a regulacdo genética, o controle da
transcricdo, modificagdes epigenéticas e alteracdes imunoldgicas associadas ao stress infantil
(BENETTI; GARCIA-CAO; BLASCO, 2007; KIECOLT-GLASER et al., 2011; SHALEV et
al., 2013; SHALEV, 2013).
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CT € considerado um “relégio bioldgico”, mas a literatura tem mostrado resultados
conflitantes ao avaliar a relacdo entre o CT leucocitiario como marcador de envelhecimento
bioldgico e transtornos psiquidtricos (DARROW et al., 2016). Embora a erosao telomérica
esteja associada a vulnerabilidade a TAs, estudos prospectivos testando a hipdtese de que a
ansiedade precede o encurtamento de teldmeros proporcionam resultados inconsistentes
(HOEN et al.,, 2013; RAMIN et al., 2015; VERHOEVEN et al., 2015). Apesar dessas
inconsisténcias, uma meta-analise recente mostrou um tamanho de efeito moderado (-0,53)
para os TAs no encurtamento de teldmeros em adultos (DARROW et al., 2016). Entretanto,
poucos estudos tem buscado associagdes entre CT e TAs em criancas e adolescentes, ou

mesmo em adultos jovens.

2.5.2 Aceleracao da idade epigenética nos TAs

Evidéncias recentes de estudos em humanos e modelos animais sugerem que OS
biomarcadores baseados na metilacio do DNA (DNAm) constituiriam bons biomarcadores
moleculares do envelhecimento, se aplicando a todas as fontes de DNA (células, tecidos e
orgdos separados) e a todo o espectro etario (de tecido pré-natal a tecidos de centenarios)
(HORVATH, 2013b). As anélises de metilacdo global do genoma tem servido de instrumento
para uma estimativa da aceleracdo da idade epigenética, isto €, da discrepancia entre a idade
de metilacdo do DNA (DNAm) e a idade cronoldgica (CHEN et al., 2016; HANNUM et al.,
2014) (Fig. 5). Um método descrito descrito por HORVATH, 2013 combina os niveis de
DNAm em 353 locais gendmicos, gerando uma estimativa da idade biologica consistente na
maioria dos tipos de células e tecidos (HORVATH, 2013b; MCKINNEY et al., 2018).

E importante salientar que a idade epigenética pode ser dinamicamente modulada,
sendo influenciada por fatores de estilo de vida e acelerada com os efeitos cumulativos de
estressores (QUACH et al., 2017; ZANNAS et al., 2015). A aceleracdo da idade bioldgica (ou
seja, idade de DNAm maior que a idade cronoldgica) estd associada a maior risco de
mortalidade (CHEN et al., 2016; MARIONI et al., 2015). Em psiquiatria, ainda sd3o poucos 0s
estudos explorando a idade epigenética como reldgio bioldgico e biomarcador em potencial.
Estudos em transtorno de stress pos-traumatico, esquizofrenia, depressao e transtorno bipolar
apresentam achados contraditérios (FRIES et al., 2017; HAN et al., 2018; MCKINNEY et al.,
2018; VOISEY et al., 2017; WOLF et al., 2017, 2018). FRIES et al., 2017 detectou, em
transtorno bipolar, envelhecimento epigenético significativamente acelerado em comparacao
com os controles apenas em pacientes mais velhos (33 anos a 49 anos), enquanto nenhuma

diferenca foi detectada entre os individuos mais jovens (24 a 33 anos), sugerindo que o
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envelhecimento celular poderia ser menos relevante ou impactante em jovens. A investigagao
da idade epigenética nos TAs ainda nao foi explorada, denotando a importancia de estudos

desse marcador de envelhecimento celular nessas patologias.

Figura 5. Aceleracdo da idade baseada na metilacio do DNA em varios tecidos.
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A linha azul sélida mostra como uma versdo nio calibrada da estimativa de idade com base em metilacdo de
DNA de multiplos tecidos (DNAm), média ponderada de 353 CpGs, muda com a idade. A taxa € muito rapida
no primeiro ano de vida, apés o que diminui gradualmente de forma nao linear até cerca de 20 anos de idade. A
partir de entdo, ela se estabiliza em uma taxa constante mais lenta. Individuos acima da linha exibem aceleracio
da idade epigenética e sdo mais velhos do que seus pares na mesma idade cronoldgica. Por outro lado, os
individuos abaixo da linha exibem acelerac@o de idade epigenética negativa e sdo mais jovens do que seus pares

na mesma idade cronolégica. Adaptado de HORVATH; RAJ, 2018.
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3 JUSTIFICATIVA

Durante a adolescéncia, a poda sindptica e a mieliniza¢cdo aumentam a fim de refinar a
conectividade funcional no hipocampo, amigdala e cértex pré-frontal. Este processo dindmico
contribui para mudangas no desenvolvimento dos padrdes de ativacdo encefalica (Dinel et al.,
2014). Sabe-se que os TAs em jovens tém impacto negativo em varios aspectos ao longo da
vida dos pacientes, podendo ter curso cronico e grave e associar-se ao aumento das taxas de
ansiedade e depressdo na vida adulta. Assim, investigar as diferentes trajetérias desses
transtornos e sua possivel associagdo com o envelhecimento celular torna-se de fundamental
importancia. Da mesma forma, o estudo das complexas interacdes entre os genes € o ambiente
pode auxiliar na compreensdo dos mecanismos envolvidos no desenvolvimento dos TAs.

A busca por possiveis biomarcadores com alto valor preditivo para melhor
compreender o desenvolvimento e evolu¢do dos TAs, bem como para incluir seu uso no
procedimento padrao de diagnoéstico e intervengdes preventivas (Cuthbert e Insel, 2013), vem
tomando espago crescente nas pesquisas recentes. Nesse sentido, potenciais biomarcadores
como componentes do sistema imunolégico e de inflamag¢do, bem como marcadores de
envelhecimento celular, sdo de peculiar interesse. A compreensdo de como a neuroinflamacgado
e o envelhecimento celular acelerado estdo envolvidos no inicio e progressiao dessas doengas
também tem sido buscada, podendo ser crucial para o desenvolvimento de novas estratégias

de tratamento.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Investigar a associagdo de alteragdes imunologicas e de envelhecimento celular com o
curso dos transtornos de ansiedade (TAs), avaliando a trajetoria desenvolvimental de criangas

e adolescentes com TAs.

4.2 Objetivos Especificos

a. Avaliar o papel dos TAs como preditores de alteracdes imunoldgicas e oxidativas,
a partir da avaliacdo de interleucinas pré- e anti-inflamatérias (IL-1p, IL-6, IL-10,
IL-12, TNF-a, BDNF) e do stress oxidativo (carbonilagdo das proteinas), em
adolescentes e jovens adultos (artigo #1);

b. Investigar um possivel papel mediador nas associagdes acima descritas de fatores
metabolicos (glicemia, insulina, diabetes, colesterol total, HDL e LDL,
triglicerideos), atividade fisica e presenca de trauma na infancia (abuso sexual,
fisico ou emocional, negligéncia fisica ou emocional) (artigo #1);

c. Caracterizar o envelhecimento celular, através da avaliacdo do encurtamento do
comprimento dos teldmeros e da aceleracdo da idade epigenética a partir da
metilagdo do genoma inteiro, em adolescentes e jovens adultos (artigo #2);

d. Investigar a relagdo de diferentes trajetorias dos TAs (persistente, remitente,
incidente) em relacdo a individuos sem o transtorno, com os processos de

envelhecimento celular (artigo #2).
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7 DISCUSSAO E CONSIDERA COES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo avaliar a trajetéria desenvolvimental de criangas e
adolescentes com transtornos de ansiedade (TAs), investigando a associagdo de alteragcdes
imunoldgicas e de envelhecimento celular com o curso do transtorno. A partir dos dados
apresentados, os principais achados desta tese sdo:

#1: Nosso trabalho demonstrou que a presenca de TAs pode prever inflamacdo no
futuro. O diagnoéstico de TAs na infancia predisse significativamente niveis mais altos de IL-6
apos 5 anos de follow up. A associacdo aqui encontrada foi parcialmente mediada por niveis
mais elevados de HDL-colesterol. Além disso, os TAs também predisseram niveis mais
baixos de BDNF apds 5 anos, ndo tendo sido encontrados mediadores significativos para tal
associagao.

#2: Nosso estudo mostrou, através de dois marcadores diferentes de envelhecimento
celular, que ndo hid uma relacdo consistente entre ansiedade e envelhecimento na
adolescéncia. Embora os pacientes com trajetdrias incidente e remitente tenham apresentado
acelerada taxa de erosdo telomérica, pacientes ansiosos cronicos e controles saudaveis nao
reduziram significativamente o comprimento dos teldomeros (CT). Além disso, ndo foram
observadas diferencas significativas entre as trajetérias em termos de aceleracdo da idade
epigenética. Tembém ndo pudemos demonstrar correlagdes significativas entre a idade de
metilacdo do DNA (DNAm) e CT.

Os avancos no estudo de biomarcadores e da area de psiquiatria molecular tem
contribuido crescentemente para a compreensdo da etiologia dos transtornos mentais. A
investigacdo de mecanismos biologicos subjacentes ao desenvolvimento dos TAs pode
auxiliar no diagnéstico, progndstico e tratamento desses transtornos. Em geral, o sofrimento
psiquico, especialmente quando experimentado no inicio da vida, estd associado a uma
inflamacdo cronicamente alta (LOPEZ; DENNY; FAGUNDES, 2018). Da mesma forma,
adversidade na infancia tem sido associada com CT mais curto (PRICE et al., 2014) e idade
da DNAm acelerada (FIORITO et al.,, 2017). Nesse sentido, focamos nosso estudo na
investigacdo acerca da inflamacao e do envelhecimento celular acelerado em adolescentes, a
fim de avaliar esses marcadores no inicio e progressao dos TAs.

Nossos achados associando marcadores inflamatdérios como preditores dos TAs na
adolescéncia sao consistentes com achados meta-analiticos que relataram uma diferenca
global significativa nos niveis de IL-6 entre controles saudaveis e individuos com TAs (P

<0,001, g de Hedge = -0,93) (RENNA et al., 2018). Sabe-se que a IL-6 produzida
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perifericamente pode atravessar ou enviar sinais pro-inflamatérios através da barreira
hematoencefalica (MAIER, 2003; QUAGLIATO; NARDI, 2018) e alterar a atividade da
amigdala, aumentando o comportamento semelhante a ansiedade (ENGLER et al., 2011;
QUAGLIATO; NARDI, 2018). Da mesma forma, nossos resultados mostrando que a
ansiedade pode prever niveis diminuidos de BDNF sdo condizentes com dados da literatura
mostrando baixos niveis de BDNF associados a esquizofrenia, transtorno depressivo maior,
transtorno bipolar e transtornos de ansiedade (GALVEZ-CONTRERAS et al., 2016; LEE;
KIM, 2010; POLYAKOVA et al.,, 2015). O BDNF estd envolvido em comportamentos
semelhantes a ansiedade em modelos pré-clinicos, e diversos estressores reduziram sua
expressdo em diferentes areas do cérebro (DALLE MOLLE et al., 2012; MOREIRA et al.,
2015).

Nossas andlises de mediacdo no estudo #1 sobre marcadores inflamatérios nao
identificaram mediadores significativos para a associacdao entre TAs e BDNF, e um tnico
mediador metabdlico na associacdo entre TAs e IL-6. Este, o colesterol HDL, é um forte
antioxidante, e baixos niveis estdo associados ao aumento do estresse oxidativo e respostas
pré-inflamatérias (GANJALI et al., 2018), bem como a niveis elevados de IL-6 e baixos
niveis de HDL em homens (DICH et al., 2015).

De um modo geral, podemos afirmar que conseguimos demonstrar uma importante
influéncia direta dos TAs na inflamacdo, representada aqui por niveis mais altos de 1L-6 e
niveis mais baixos de BDNF. Desequilibrios nas concentragcdes sistémicas de citocinas pro-
inflamatoérias e anti-inflamatdrias tém sido implicados na etiologia e sintomatologia dos TAs
(BELEM DA SILVA et al., 2016; HOU et al., 2017; OGLODEK et al., 2015; WOHLEB;
GODBOUT, 2013). Vale ressaltar que a inflamacdo estd envolvida em uma série de
problemas graves de satide, como doenga arterial coronariana, cancer, dor cronica e depressao
(LOUATI; BERENBAUM, 2015; MARSLAND et al., 2018; MILLER; RAISON, 2017).
Assim, a inflamagdo pode ser o elo entre a adversidade psicossocial e os desfechos de saude
observados nos TAs (MARSLAND et al., 2018; STEPTOE et al., 2018). O estudo dos
biomarcadores inflamatérios em pacientes com TAs pode, portanto, melhorar nossa
compreensdo sobre o impacto dos processos inflamatérios em sua satide geral,
particularmente nos desfechos cardiovasculares.

Nosso estudo sobre envelhecimento celular mostrou, através de dois marcadores
diferentes, que ndo ha uma relacdo consistente entre ansiedade e envelhecimento celular na
adolescéncia. Em nossa amostra, os telomeros reduziram significativamente apenas em

grupos de remitentes e incidentes. No grupo de incidentes, essa diferenca poderia ser
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parcialmente explicada por um CT inicial significativamente maior, que pode ser devido a
fatores genéticos, uma vez que o CT é amplamente determinada geneticamente (herdabilidade
estimada em cerca de 0,70) (BROER et al., 2013). Ao contrario de nossa hipétese definida a
priori, o CT do grupo persistente ndo encurtou significativamente, e isso ndo foi associado ao
uso de medicacdo com efeito protetor ou alongador de teldmeros, como o litio
(MARTINSSON et al., 2013), pois nenhum dos participantes da nossa amostra fazia uso de
qualquer medicacgdo psiquiétrica.

Em nosso estudo, também nao encontramos quaisquer correlacdes entre CT e idade da
metilacdo do DNA, em conformidade com outros estudos que sugerem que a idade de DNAm
e CT ndo sdo correlacionadas e prevéem a idade cronoldgica independentemente
(BREITLING et al., 2016; FRIES et al., 2017; MARIONI et al., 2016). Além disso, nio
encontramos diferenca significativa na idade de DNAm entre as diferentes trajetérias de TAs,
sugerindo que talvez a idade epigenética ndo seja um bom marcador de envelhecimento em
jovens.

Nossa pesquisa tem focado em infancia e adolescéncia, trazendo uma série de novas
informacdes preliminares sobre o curso dos transtornos de ansiedade em jovens. Para nosso
conhecimento, este € o primeiro trabalho investigando o envelhecimento epigenético em TAs,
bem como o primeiro estudo longitudinal em adolescentes investigando a associac¢do entre
dois relégios biolégicos diferentes e diferentes trajetérias dos TAs. E ainda um estudo
pioneiro em adolescentes avaliando longitudinalmente a influéncia dos TAs sobre inflamagao
e estresse oxidativo. Dessa forma, nossa contribuicdo torna-se bastante relevante ao estudo
dos biomarcadores em ansiedade.

Algumas limita¢des desta pesquisa incluem o pequeno tamanho da amostra, que pode
ter limitado nosso poder de detectar associacdes de tamanhos de efeito pequenos a médios.
Em nosso estudo #1, os biomarcadores séricos ndo puderam ser avaliados no baseline, o que
poderia limitar um pouco nossas inferéncias longitudinais. Certamente, novos estudos que
avaliem longitudinalmente esses biomarcadores em TAs sdo necessarios para melhor
esclarecer essa relacdo. Nosso estudo #2 usou amostras de DNA de saliva para a quantificacdo
de telomeros e avaliacdo da idade epigenética, entretanto a metilagdo do DNA na saliva
parece ser mais semelhante as regides do cérebro do que a metilacdo no sangue (SMITH et
al., 2015).

Em resumo, nossos resultados apontam para os marcadores inflamatérios IL-6 e
BDNF como potenciais biomarcadores para os TAs na adolescéncia, e sugerem que o

comprimento de telomeros e a idade de metilacio do DNA talvez ndo sejam os melhores
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marcadores de envelhecimento celular em ansiedade nessa faixa etiria. Talvez o
envelhecimento celular seja mais importante a partir da idade adulta nesses transtornos, ou
sejam necessarios outros marcadores de envelhecimento para identificar potencias alteragoes
em TAs na adolescéncia. Por outro lado, os fendmenos inflamatdrios parecem ocorrer no
contexto de transtornos psiquidtricos na infancia e adolescéncia, sugerindo que novos estudos

possam avaliar como essas associagdes podem afetar a morbidade da ansiedade.

A figura 6 resume os principais achados dessa tese:

Figura 6 - Biomarcadores imunoldgicos e de envelhecimento celular em adolescentes

com transtornos de ansiedade.

— =

N&o ansiosos

- .- -

Mesma idade de DNAmM

CT: Comprimento de telomeros; DNAm: metilacio do DNA; IL-6: Interleucina6; BDNF: Fator neurotréfico
derivado do encéfalo; HDL: lipoproteina de alta densidade.
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8 PERSPECTIVAS

O presente trabalho deixa uma série de questdes a serem analisadas mais
profundamente e complementadas. No6s pretendemos incluir marcadores de inflamacdo e
estresse oxidativo em algumas de nossas pesquisas de forma longitudinal, para dessa forma
compreendermos melhor a associagdo encontrada neste estudo. A partir destes dados,
poderemos ter uma ideia mais completa sobre o papel da neuroinflamacgado nos TAs.

Também pretendemos aprofundar nossos estudos em bioinformatica, com o objetivo
de explorar os dados gerados pelo metiloma do DNA em nossa amostra de adolescentes. A
partir dos dados gerados, pretendemos buscar compreender melhor o papel do envelhecimento
celular no curso dos TAs. Nossa ideia inicial é estudar a metilacdo em regides regulatorias e
genes de interesse, tais como o gene da telomerase e outros envolvidos na regulacdo
telomérica e em mecanismos epigenéticos. Além disso, o banco de dados gerado no estudo do
PROTAIA ¢ bastante rico e extenso e devera ser explorado de forma dindmica visando
complementar nossos estudos.

Finalmente, a ideia de constituir um biobanco integrado de amostras dos estudos em
psiquiatria sera proposta, com o objetivo de organizar e dinamizar a busca por mecanismos
biologicos envolvidos na etiologia dos transtornos psiquidtricos, bem como a procura por
biomarcadores que auxiliem no diagnostico, progndstico e tratamento dos TAs e demais

transtornos psiquiatricos.
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