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Resumo

Introducao: As perturbacoes de ansiedade sdo das perturbacoes psiquitricas mais comuns,
caracterizadas por medo excessivo, ansiedade e evitacdo de ameacas. Sao uma das principais
causas de incapacidade mundial, com uma prevaléncia cada vez maior. Estd normalmente
associada a outras comorbilidades como depressao ou abuso de substancias. A patogénese das
perturbacoes de ansiedade é complexa, envolvendo interacoes entre fatores bioldgicos,

influéncias do ambiente e mecanismos psicologicos.

Objetivos: Esta dissertacdo tem como objetivo reunir a literatura sobre o papel dos fatores

epigenéticos no desenvolvimento de perturbacoes de ansiedade.

Métodos: A pesquisa foi realizada na plataforma PubMed entre setembro de 2021 até abril de

2022.

Resultados: A anélise da literatura sobre as influéncias da epigenética no desenvolvimento
de perturbacoes de ansiedade implica o envolvimento de genes que regulam o eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal, sistemas neurotransmissores ou plasticidade neuronal, e varios estudos
sugerem que a disrupcdo da expressao genética destes genes através de mecanismos de

epigenética contribuem para a patogénese de perturbacoes de ansiedade.

Conclusao: A investigacao sobre qual a contribuicdo dos mecanismos epigenéticos para a
suscetibilidade ou resisténcia para o desenvolvimento das perturbacgoes de ansiedade ainda se
encontra na sua infancia pelo que sera necessaria mais pesquisa para clarificar detalhes nesta

area.
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Abstract

Introduction: Anxiety disorders are some of the most common psychiatric disorders. They're
characterized by excessive fear, anxiety, and threat avoidance. Theyre one of the leading
causes for disability worldwide, with a rising prevalence. It’s usually associated with
comorbidities like depression and substance abuse. Anxiety disorder’s pathogenesis is
complex, involving interactions between biology factors, environment influences and

psychological mechanisms.

Objectives: This dissertation aims to report on current literature findings about the role of

epigenetic factors on the development of anxiety disorders.

Methods: The research was done on the platform PubMed between the dates September 2021

until April 2022.

Results: Current literature about epigenetics’ influence on the development of anxiety
disorders implicates genes that regulate the axis hypothalamic-pituitary-adrenal,
neurotransmitter systems, and neuroplasticity, and several studies suggest the disruption of
the expression of these genes through epigenetic mechanisms contribute to the pathogenesis
of AD.

Conclusion: Research about the epigenetic mechanisms’ contribution towards susceptibility
or resilience in developing anxiety disorders is still in its infancy and requires more more work

to clarify details in the area.
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1.Introducao

1.1  Perturbacoes de Ansiedade

As perturbacoes de ansiedade (PA) sdo das perturbacoes psiquidtricas mais comuns. Sao
caracterizadas por uma idade de inicio mais precoce que outros tipos de transtornos mentais,
e tipicamente manifestam-se durante a infancia ou adolescéncia. Tém uma alta comorbilidade
com outras patologias mentais como depressao ou abuso de substancias, o que geralmente
resulta na presenca de sintomatologia mais severa, com um maior fardo clinico, e,
consequentemente numa menor taxa de resposta a terapéutica instituida. (1)

As suas principais caracteristicas sdo o medo excessivo, ansiedade e evitacdo de ameacas,
sendo estas persistentes e incapacitantes. O medo é a resposta emocional a uma ameaca real
ou entendida como real, enquanto a ansiedade é a antecipacao de uma futura ameaca. O medo
¢ associado a estados de excitacao automatica necessaria para uma resposta de luta ou fuga ou
pensamentos de perigo iminente, e a ansiedade é mais comummente associada a tensao
muscular e vigilancia em preparacdo para a possibilidade de um perigo futuro, e
comportamento cauteloso ou evitante. (2)

Sdo uma das principais causas de incapacidade a nivel mundial. Apresentam-se com alta
cronicidade, encontrando-se em nono lugar entre todas as perturbagoes — incluindo somaéticas
— com mais ‘anos vividos com incapacidade’ (YLDs) e ‘anos de vida ajustados para a
incapacidade’ (DALYs). (1,3)

A prevaléncia na populagdo varia entre 2.5% a 8% por pais. Em 2017 estima-se que cerca de
284 milhdes de pessoas experienciaram uma perturbacgio de ansiedade, sendo o transtorno de
saude mental mais prevalente a nivel global. Em todos os paises, denota-se uma maior
prevaléncia desta perturbacdo no sexo feminino (63%, equivalente a 179 milhoes), em
comparacao com o sexo masculino (37%, equivalente a 105 milhdes). (4)

Dentro da classe de perturbacoes de ansiedade estao compreendidas as fobias especificas, fobia
social ou perturbacdo de ansiedade social, perturbacdo de ansiedade generalizada (PAG),
perturbacdo de panico (PP), agorafobia, perturbagdo de ansiedade de separacdo e mutismo
seletivo. (1—3)

A patogénese das perturbacoes de ansiedade é complexa, envolvendo interacoes entre fatores
biologicos, influéncias do ambiente e mecanismos psicologicos. Em humanos, varios fatores
de risco psicossociais como experiéncias de infancia adversas (por exemplo, maus-tratos
infantis, abuso emocional, abuso sexual, abuso fisico, abandono), eventos de vida stressantes
ou traumaticos (conflitos familiares ou matrimoniais, término de relacoes interpessoais,
problemas profissionais, eventos relacionados com saide, dificuldades financeiras, eventos de
perda ou assuntos legais), tal como stress por si sO, estdo associados ao aumento de

vulnerabilidade para o desenvolvimento de perturbacoes de ansiedade. (3,5)
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O stress pré-natal, ou seja, altos niveis de ansiedade ou depressao durante a gravidez, também
foi relacionado com consequéncias a longo prazo na crianca, incluindo danos cognitivos,
problemas de satide fisicos e o desenvolvimento de perturbacoes depressivas ou de ansiedade.
(3)

A contribuigao genética no desenvolvimento de transtornos de ansiedade é estimada entre 30
a 50%, implicando que 50 a 70% se deve aos fatores psicossociais. Uma das hipoteses de acao

destes fatores é através de mecanismos epigenéticos. (1,6)

1.2 Epigenética

O termo ‘epigenética’ foi utilizado pela primeira vez em 1942 por Conrad Waddington, e é
derivado do prefixo grego ‘epi’, que traduz para ‘cima’ ou ‘sobre’ genética. (3)

Os mecanismos de epigenética compreendem processos biologicos capazes de alterar a
expressao genética sem alterar a propria sequéncia de DNA, e incluem metilacdo de DNA,
modificacdo de histonas como acetilacdo ou metilacdo da cauda das histonas, e RNAs nao
codificantes como microRNAs. (3,7)

A metilagdo do DNA e a modificacao de histonas que compactam o DNA em cromatina sao os
dois mecanismos melhor entendidos e investigados. Estes mecanismos sao capazes de
governar a acessibilidade do DNA a maquinaria de expressao genética, sendo que genes nao

acessiveis ficam silenciados e os genes acessiveis sao ativamente transcritos. (7)

1.2.1 Metilacao de DNA

O processo de metilacado de DNA ¢é caracterizado por a adicdo de um grupo metil (CH3) ao
carbono 5 do nucleédtido citosina numa sequéncia de dinucle6tidos Citosina-Guanina (CpG) e
é realizado por DNA metiltransferases (DNMTs). (3,7) Regioes com elevada densidade de
dinucle6tidos CpG sao chamados de ‘ilhas CpG’ e sdo encontradas principalmente na regiao
promotor dos genes. (3)

A insercdo do grupo metil muda a aparéncia e estrutura do DNA, o que pode inibir expressao
do gene através da sua interacdo direta com fatores que reprimem transcricdo, ou
indiretamente, através do recrutamento de proteinas ligantes a metil-CpG (MeCP2 e MBDs)
complexadas com enzimas que modificam as proteinas das histonas. Estas modificacoes
podem transformar a cromatina de um estado ativo para um estado reprimido, ou vice versa.
(8)

A familia de DNA metiltransferases (DNMTSs) sdo as enzimas que estabelecem os padroes de
metilacao no DNA. Estas enzimas podem ser classificadas como de manuteng¢ao ou de novo. A
DNMT1 metila DNA hemi-metilado e tem como funcao reparar a metilacdo prévia, sendo

referida como a ‘DNMT de manutencao’. J& as DNMT3a e DNMT3b introduzem metilacao em
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sequéncias CpG que eram antes completamente nao metiladas, sendo por isso referidas como
‘de novo DNMTSs’. (9)

1.2.2 Modificacao de Histonas

A cromatina é um complexo de DNA enrolado a volta de um conjunto de histonas. Este
complexo é composto por oito moléculas de histonas, duas de cada histona H3, H4, H2a e H2B.
(3,6)

A modificacdo de histonas envolve as proteinas das histonas serem modificadas através de
mudancas pos-traducao. (5) As caudas das histonas (N-terminal) podem ser sujeitas a varias
modificagoes covalentes pods-traducao incluindo acetilagdo, metilacdo, fosforilacao e
ubiquitinacdo. Estas modifica¢oes vao determinar o estado de acessibilidade do DNA, ou seja,
se a cromatina esta ‘fechada’ (heterocromatina), ficando deste modo com transcrigao
reprimida ou ‘aberta’ (eucromatina) permitindo um aumento de transcricao, ou um estado
intermédio entre os dois extremos. (3,6,7)

A acetilacao de histonas por exemplo é realizada por histonas acetiltransferases (HATS), e vai
reduzir a atracao eletrostatica entre a carga positiva da histona e a carga negativa do DNA,
resultando em um estado conformacional mais aberto, o que permite um aumento de
transcricdo. Por outro lado, a diminuiciao de acetilagdo, induzida por histonas deacetilases
(HDACS) vai diminuir a acessibilidade ao DNA e silenciar a expressao dos genes. (3,6)

Ja a metilacdo de histonas é um sistema mais complexo que, dependendo da localizagio e o
numero de grupos metil conjugados, pode reprimir ou ativar a expressio dos genes. A
metilacdo é controlada por histonas metiltransferases (HMTs) e histonas desmetilases
(HDMs). (6)

1.2.3 RNAs nao codificantes

A grande maioria do genoma humano é transcrito, mas apenas 2% destas transcri¢cdes sao
traduzidas em proteina. No entanto, muitas destas transcri¢oes tém uma fun¢do como RNAs
nao codificantes (ncRNA), e podem regular a expressividade dos genes ao nivel da transcricao
e pos-transcricao.

Podem ser divididos em dois grandes grupos: os ncRNAs curtos (<30 nucledtidos) e os longos
(>200 nucleétidos). As trés maiores classes de RNAs nao codificantes curtos sao os
microRNAs, os short interfering RNAs (siRNAs) e piwi-interacting RNAs (piRNAs). (7,10)
Os microRNAs é a classe que é mais frequentemente investigada, tendo a capacidade de regular
a expressao dos genes, pois ligam-se ao RNA mensageiro (mRNA) alvo, impedindo a sua

traducao. (3,10)
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2.0bjetivos

O objetivo para a presente dissertacao é perceber se e quais os fatores epigenéticos que tém um
papel crucial no desenvolvimento de perturbacoes de ansiedade e dar a conhecer os mesmos

de uma forma sintetizada e concreta.
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3.Metodologia

Foi realizada uma revisao de literatura cientifica sobre este tema para a realizacao desta
dissertacgao. Para tal, houve recurso a livros cientificos de referéncia médica, revistas e jornais
cientificos, e recorreu-se a base de dados eletronica Pubmed.

Para a realizacdo da pesquisa bibliografica, foi realizada uma pesquisa inicial utilizando as
palavras-chave “anxiety disorders” e “epigenetics”, e em seguida, buscas mais especificas com
a combinacdo de “anxiety disorders” com “DNA methylation”, “Histone Modification” e
“Noncoding RNA”.

Foram incluidos artigos de revisao relacionados com o tema, assim como artigos de
investigacdo, com publicacoes desde 2008 até ao ano de 2022, tendo sido, no entanto,
priorizada a literatura mais recente.

A filtracdo de artigos foi realizada inicialmente com base no titulo, depois pela leitura do
abstract, e por fim por leitura integra do artigo. Foram também filtrados por data de publicacao

e idioma, tendo sido incluidos apenas artigos publicados em inglés.
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4.Modelos Animais de Ansiedade vs Modelos Clinicos

Atualmente é dificil ou impossivel avaliar mudancas epigenéticas moleculares no sistema
nervoso central de populacoes clinicas, e devido a especificidade tecidual dos mecanismos
epigenéticos, os tecidos periféricos podem nao refletir as mudancas presentes no cérebro. Por
estas razoes, foram utilizados modelos animais adaptados para representar os sinais de
ansiedade. (8)

Embora os sintomas das perturbacées de ansiedade, como por exemplo pensamentos
intrusivos, sao impossiveis de avaliar em ratinhos ou primatas nao humanos, paradigmas
sofisticados foram criados para modelar aspetos de ansiedade social, ansiedade generalizada e
um temperamento ansioso em geral. Por exemplo, em modelos de roedores, os paradigmas de
comportamento comuns para avaliar comportamentos ansiosos incluem o labirinto positivo
elevado (EPM), caixa de luz/escuro (LD), teste de campo aberto (OFT), derrota social (SD), e
o teste de interacao social (SIT). (8)

O labirinto positivo elevado consiste em dois bracos de plataformas abertas e dois bracos de
plataformas fechadas com trés paredes. O EPM é baseado em um medo inato de alturas e
espacos abertos, para o qual os roedores mostram preferéncia pelas plataformas fechadas as
abertas. Apos se habituarem a arena de teste, ratinhos menos ansiosos vao explorar e aumentar
o tempo passado nas plataformas abertas. A caixa LD consiste em duas camaras conectadas,
uma iluminada e outra nao. A preferéncia natural é a escolha pela cimara escura, contudo,
com tempo, ratinhos menos ansiosos vao novamente explorar e comecar a passar mais tempo
na camara de luz. O teste de campo aberto é uma arena de teste quadrada com quatro paredes.
Em situagGes normais, os roedores preferem manter-se nao expostos a predadores, neste caso,
perto das paredes. Apds aclimatizacdo, ratinhos menos ansiosos vao explorar e passar tempo
no centro da arena. Os paradigmas de derrota social variam, mas envolvem principalmente
uma exposicao repetida de um roedor a um roedor dominante, os quais vao eventualmente
demonstrar evitacao social. Evitacao social é principalmente avaliado usando o teste de
interacao social. SIT é conduzido numa arena de duas camaras, separado por uma parede para
prevenir o contacto, mas que ao mesmo tempo permite outras trocas sensoriais. Os roedores
mais ansiosos e evitantes sociais vao passar menos tempo na area perto da cimara vizinha apoés
habituacao. (8)

A maioria de estudos a investigar padroes de metilacio de DNA no desenvolvimento de
problemas de satide mental em humanos foi realizada através de amostras de cérbero

postmortem, ou amostras de tecido periféricos como sangue e saliva. (7,11)
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5.Metilacao de DNA

Sendo um mecanismo de epigenética, a metilacdo de DNA serve como um potencial método
para avaliar de que modo as experiéncias de vida se manifestam a nivel genético.

No esforco para entender como é que a epigenética influencia a patogénese de perturbacoes de
ansiedade alguns autores realizaram estudos de associacdo a todo o epigenoma, como
Shimada-Sugimoto et al (12) que reportou uma significativa diminuicdo dos niveis de
metilacdo do DNA em 40 CpG em doentes de perturbacao de panico comparado com o grupo
controlo de individuos saudaveis, ou Emeny et al (13), que utilizando uma amostra de
individuos com perturbacio de ansiedade generalizada, identificou um aumento de metilacao
em um CpG individual presente na regiao promotor do gene ASB1 em sujeitos com elevado
risco de ansiedade severa.

No entanto, a grande maioria de estudos focou-se principalmente em genes candidatos ja
reconhecidos por estarem envolvidos na resposta a stress, neurotransmissio e
neuroplasticidade. Nas seccoes seguintes serdo apresentados os genes mais comummente

estudados e encontrados na literatura.

5.1 Eixo Hipotalamo-Hipoéfise-Adrenal

O sistema neuroendécrino é um regulador importante na resposta ao stress, e o eixo
hipotalamo-hipéfise-adrenal (HPA) é um componente critico da sua acao. Apos exposicao a
um stressor, o sistema nervoso auténomo inicia uma resposta rapida de “luta ou fuga” e uma
outra resposta mais lenta, com recurso ao eixo HPA. Esta resposta consiste na libertacao de
neuro peptideos, hormona libertadora corticotropina (CRH) e vasopressina arginina (ADH)
pelo nicleo paraventricular (PVN) no hipotalamo. Isto estimula a libertacdo de hormona
adrenocorticotrofina (ACTH) pela hipofise anterior, que vai atuar no cortex adrenal para
libertar hormonas glicocorticoides, isto é, cortisol no caso de humanos, ou corticoesterona no
caso de animais, para a corrente sanguinea. O cortisol ou corticoesterona vao depois ligar-se
aos recetores mineralocorticoides (MR) e recetores glicocorticoides (GR) presentes no
hipotalamo, hipofise e hipocampo, desativando o eixo através da inibi¢cao da produ¢ao de CRH.
O cortex adrenal também vai produzir adrenalina e noradrenalina que controlam a resposta
do corpo e do sistema nervoso periférico, reduzindo por exemplo a funcdo imunitaria ou
digestiva, enquanto aumentando o ritmo cardiaco e pressao arterial. A desregulacao deste
sistema vai contribuir para o processo de ansiedade. (6—8)

Sendo este sistema critico no processo fisioldgico do stress, podera ser um alvo de interesse na
investigacdo de como mecanismos epigenéticos afetam a patogénese de perturbacoes de

ansiedade.

11
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5.1.1 NR3C1

Um dos principais genes em estudo é o gene NR3C1, também conhecido como gene GR pois
codifica os recetores glicocorticoides ao qual o cortisol se vai ligar.

Em estudos animais, uma variacio natural de cuidados maternos durante a primeira semana
de vida causou um aumento no padrdo de metilacdo no promotor do gene NR3C1 dos
descendentes, modificacdo que persistiu até idade adulta, e correspondeu a uma expressao do
recetor glicocorticoide reduzida, que por sua vez levou a uma maior ativacao do eixo HPA apos
exposicao a um stressor devido a auséncia de inibi¢do. As crias foram mais tarde caracterizadas
como exibindo comportamentos-tipo ansiosos como consequéncia do cuidado materno
recebido, medido através da utilizacao do labirinto positivo elevado e do teste de campo aberto.
(8,11,14)

Em estudos clinicos, Wang et al (15) avaliou a associacao entre a metilacio do promotor
NR3C1, a expressao do GR, a sua sensibilidade, os niveis de cortisol séricos, e a presenca de
sintomas clinicos numa amostra de doentes com perturbacao de ansiedade generalizada (PAG)
sem medicacdo comparada com sujeitos saudéveis, sem diferenca significativa de idade e
género entre os dois grupos. O estudo reportou que o nivel de cortisol sérico na amostra com
PAG foi significativamente mais elevado que nos controlos saudéaveis, e uma sensibilidade
periférica do recetor glicocorticoide reduzida. A capacidade de resposta diminuida do recetor
no hipotalamo e hipocampo, que regulam a inibicdo do eixo HPA, vai causar uma maior
reatividade ao stress. Adicionalmente, niveis elevados de metilagao na regiao promotor do gene
NR3C1 sao inversamente relacionados com os niveis de expressao do GR. (15)

Estas descobertas contrastam com os resultados de Tyrka et al (16), que reportou uma
diminuicdo de metilacdo no gene NR3C1 em adultos com perturbacoes de ansiedade, com
histéria de maus-tratos infantis. (16) Estas descobertas devem-se possivelmente a diferenca
entre as amostras, sendo que Tyrka et al (16) apresenta uma amostra com varios tipos de
perturbacoes de ansiedade, tendo se focado no impacto de experiéncias de vida adversas, fator
importante na hipometilagcdo da regido promotor do gene NR3C1, enquanto que Wang et al
(15) apresenta uma amostra de perturbacoes de ansiedade generalizada com baixa proporc¢ao
de trauma. Isto demonstra que o processo de regulacdo da expressdo génica através de
mecanismos epigenéticos é um processo complexo, com necessidade de mais investigacao para

identificar os fatores que o podem afetar.

5.1.2 CRH + AVP
Para além do gene NR3C1, outros genes do eixo HPA também sao epigeneticamente alterados
por experiéncias da vida, sendo os mais prominentes os genes relacionados com os neuro

péptidos ADH e CRH.
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A hormona libertadora corticotropina (CRH), codificada pelo gene CRH, é um regulador
central da resposta fisiologica ao stress, e um neurotransmissor importante em
comportamentos relacionados com depressao e ansiedade. (11)

Para avaliar o impacto de stress na metilacdo do gene CRH, um estudo utilizou o modelo de
derrota social, protocolo conhecido por causar evitacao social e anedonia em ratinhos. Apos 10
dias desse protocolo, avaliaram resiliéncia dos ratinhos em estudo através do teste de interacao
social. Os ratinhos mais ansiosos apresentavam hipometilacdo em 4 CpG do promotor CRH,
com um aumento de expressao de CRH no nucleo paraventricular, em contraste com os
ratinhos mais resilientes. (17)

Uma diminuicao significativa da metilacdo da regiao promotor do gene CRHR1, gene
responsavel pelo recetor de CRH, foi observada numa amostra de doentes com perturbacao de
panico, quando comparada com o grupo de controlo de individuos saudaveis. Estes resultados
foram corroborados por outra amostra de individuos saudaveis com elevados scores de
sintomas de ansiedade relacionados a panico, comparado com individuos com scores baixos
de ansiedade, que também apresentavam hipometilacio no gene CRHR1. Esta alteracao
resulta no aumento de expressao do recetor de CRH, hiperativando o eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal. (18)

A vasopressina (ADH), semelhante a CRH, funciona também como um neurotransmissor
central, envolvido na regulacao de ansiedade, comportamento depressivo e comportamento
social como cuidados maternos ou lacos afetivos e € codificada pelo gene AVP. (11)
Murgatroyd et al (19) concluiu que stress de vida causado por eventos nas fases iniciais da vida,
modelado por separacdo materna em ratinhos causa um aumento de secrecdo de
corticoesterona acompanhado por hipometilacdo de DNA na regido promotor e aumento na

expressao genética do gene AVP. (19)

5.1.3 FKBP5
Por fim, outro gene estudado por ter impacto na fun¢ao do eixo HPA é o gene FKBP5.

FKBP5 codifica a proteina 5 de ligacio FK506 (FKBP5), que age como um regulador da
sensibilidade do recetor glicocorticoide (GR) através da reducdo da sua afinidade a
glicocorticoides. A sua expressao é regulada por glicocorticoides, criando um feedback
negativo. Um feedback comprometido pode levar a respostas de stress excessivas ou
prolongadas como nas perturbacoes de ansiedade. (20) Exposicido prolongada a
corticoesterona causa um aumento na expressao do gene FKBP5, através de uma diminuicao
de metilacao no intrao 1 e 5, tanto no sangue como no cérebro de ratinhos originando também
um aumento de comportamentos ansiosos, que foram avaliados pelo paradigma de labirinto

positivo elevado. (21,22)
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5.2 OXTR

Experiéncias no inicio de vida também tém sido consideradas uma influéncia no
funcionamento do sistema de oxitocina. Por exemplo, mulheres expostas a abuso infantil tém
niveis mais baixos de oxitocina no liquido cérebroespinal e roedores expostos a baixos niveis
de afetividade tém menor expressao de recetores de oxitocina em certas areas do cérebro. (23)
Niveis basais baixos de oxitocina também foram reportados em pessoas com fobia social. (24)
A oxitocina é uma hormona que esta envolvida no comportamento social e o desenvolvimento
de lacos de ligacao emocional entre individuos. Estudos sugerem que oxitocina influencia a
sensibilidade de um individuo ao ambiente social, podendo melhorar ou piorar a sua reacao a
situacao conforme o nivel de adversidade presente no mesmo. (23)

Devido a sua influéncia aparente nos comportamentos interpessoais basicos e complexos, que
delimitam o funcionamento social, oxitocina e o seu recetor tém sido um alvo de interesse na
investigacao do desenvolvimento de perturbacgoes do foro psiquiatrico. (23—27)

Um estudo observou que individuos com histéria de abuso apresentavam baixos niveis de
metilacdo em sequéncias CpG no exao 1 da regiao promotor e hipermetilacao no intrao 3 da
regido intragénica do gene OXTR. Estes individuos também se apresentavam com mais
sintomas de ansiedade ou depressao, sendo ambos os padroes associados a um maior risco de
psicopatologia apés abuso. (23)

Semelhantemente, um estudo feito numa populacdo feminina geriatrica com perturbacoes de
ansiedade ou depressao observou um aumento de metilacao do gene OXTR, mas apenas em
um genotipo especifico, AA em rs53576. Também colocaram a hipotese que tal metilagao
levaria uma reduzida expressao de OXTR. (27)

Uma diminuicao de metilacdo no exao 3 do gene OXTR também foi denotada em pacientes
com fobia social em comparagdo com um grupo controlo de individuos saudéveis. Este estudo
relatou que esta associagdo ndo era influenciada pelo género ou presenca de comorbilidades
como depressao. Em individuos saudéveis, a metilacdo no CpG3 também foi relacionada com
um aumento de libertacao de cortisol apds a aplicagao do Trier Social Stress Test (TSST), onde
os participantes sao sujeitos a varios estimulos anxiogénicos. (24)

Por outro lado, também tem havido alguma investigacdo sobre a influéncia de padroes
epigenéticos do gene OXTR na percecao de processos sociais como o processamento de
emocoes faciais. Niveis elevados de metilacdo foram associados a uma maior atividade em
regides cerebrais responsaveis por ansiedade, repugnancia, e excitacdo emocional, mais
especificamente a amigdala, o cértex insular e o giro fusiforme, apds os participantes terem

sido expostos a expressoes faciais de raiva e medo. (26)
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5.3 MAOA

A monoamina oxidase A (MAOA) é uma enzima codificada pelo gene MAOA, e é um dos
grandes pontos de interesse na investigacao do papel de metilacio de DNA em perturbacoes
psiquiatricas, visto a sua importancia no metabolismo de monoaminas como a serotonina,
norepinefrina e dopamina e a sua inibicao pelos antidepressivos utilizados no tratamento das
perturbacoes. (28)

Um estudo de um grupo de mulheres com perturbacgiao de panico exibiu significativamente
menor metilacdo que o grupo de controlos saudaveis em varias regioes do gene MAOA, como
no promotor, exao 1 e intrao 1. Adicionalmente, experiéncias de eventos de vida negativos no
ano anterior a inclus@o no estudo foram associados a hipometilacdo, enquanto eventos
positivos foram associados a um aumento de metilacao. (29) Este resultado foi replicado em
outro estudo, que também estabeleceu uma associacao entre a hipometilacdo presente no gene
MAOA e o aumento de risco no desenvolvimento de perturbacdo de panico. (30) Numa
amostra de mulheres com acrofobia, a metilacio no gene MAOA encontrava-se
significativamente reduzida comparado com controlos saudaveis. (31) A hipometilacao do
promotor do gene MAOA é pensado resultar em um aumento da expressdo da enzima
monoamina oxidase A, levando a uma diminuicdo da disponibilidade de epinefrina,

norepinefrina e serotonina na fenda sinaptica. (29)

5.4 SLC6A4

A neurotransmissao serotoninérgica afeta diversas areas incluindo comportamento, cognicao,
emocao e regulacao de stress. Um regulador chave do sistema serotonérgico é o transportador
de serotonina (5-HTT), que remove serotonina da fenda sinptica e é codificado pelo gene
SLC6A4. A expressao deste gene é regulada por varios mecanismos, sendo uma das hipoteses
em estudo os mecanismos epigenéticos. (32)

Exposicao a eventos de vida precoce adversos (por exemplo abuso fisico e sexual ou perda de
um progenitor) foi relacionada a padroes de hipermetilacdo no exao 1 do gene SLC6A4,
constituindo um possivel marcador de exposicao a adversidade em humanos. Contudo, alguns
estudos observaram o contrario, ou seja, uma diminuicao da metilacao no gene SLC6A4. (32)
Uma possivel explicacdo para esta variacao é o facto das diferencas na metilacdo estarem
relacionadas com o tipo de adversidade e com as caracteristicas individuais dos participantes
da amostra como género e idade. (33,34) A hipermetilacdo do gene SLC6A4 leva a uma
diminuicao da expressao do transportador de serotonina, levando a um aumento da mesma na
fenda sinaptica. (32,33) Embora estas alterac6es sejam um ponto de interesse na regulacao de
stress, ainda nao ha literatura suficiente a relacionar os fenétipos de ansiedade com as mesmas

de modo que seja possivel retirar as devidas conclusoes.
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5.5 BDNF

Fatores de crescimento sao moléculas envolvidas na manutencao do desenvolvimento,
diferenciacio e plasticidade de neurdnios. Deste modo, é de forma natural que estes fatores se
tenham tornado um componente integral em varias hipoteses de desenvolvimento de
perturbacoes psiquiatricas, em grande parte devido a diversidade dos seus papéis em manter
o desenvolvimento cerebral normal e plasticidade na idade adulta. (35) O Fator Neurotréfico
Derivado do Cérebro (BDNF) é uma proteina codificada pelo gene BDNF, pertencente a familia
de fatores de crescimento neurotrdficos, as neurotrofinas, e € necessario para o
desenvolvimento e sobrevivéncia de varios tipos de neurénios, incluindo neurénios
serotonérgicos, que estdo associados a ansiedade. Adicionalmente, BDNF tem um papel
essencial na plasticidade sinaptica e potenciacao de longa duracao, ambas funcoes que estao
envolvidas no condicionamento de medo e a extincdo de memoérias de medo, fatores que
contribuem para o desenvolvimento e manutencao de ansiedade. (35,36)

Foi demonstrado, através de um modelo animal de depressao, que alteracoes na expressao do
gene BDNF apo6s stress cronico pode ser atribuido a modificacdo epigenética do gene no
hipocampo. Isto é, a metilacao de DNA € capaz de regular os niveis de expressao do gene BDNF,
mais especificamente que a hipermetilagao est4 associada a uma baixa expressao. A modulacao
epigenética da transcricio do gene também foi implicada no impacto a longo prazo de
experiéncias positivas maternas nas respostas ao stress de um rato adulto. (37)

Experiéncias de vida precoce também causam mudancas na metilacao do gene BDNF no cortex
pré-frontal que persistem até idade adulta. Especificamente, a cada idade examinada, maus-
tratos maternos produziram um aumento significativo de exao 9 metilado e uma diminuicao
de exao 9 nao metilado, em comparacao com controlos com bons cuidados maternos. (37)
Exposicao cronica a um predador também foi descoberto causar hipermetilacao no campo CA1
do hipocampo, relacionada com uma diminuicao da expressao da proteina BDNF. (38)

A nivel de modelos clinicos, um estudo observou um maior nivel de metilagio de BDNF em
uma amostra de mulheres mais velhas com perturbagoes de ansiedade ou depressao. Embora
a metilacdo de DNA é naturalmente maior em populacées idosas, tal ndo se aplica neste caso

pois os sujeitos do grupo controlo estdo no mesmo grupo etario. (27)
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Tabela 1 - Sumario dos estudos sobre metilacdo de DNA.

Epigenética nas Perturbacoes de Ansiedade

FATOR/PERTURBACAO .
GENE RESULTADO REFERENCIA
ASSOCIADA
Epigenome- . . | metilacdo de DNA em 40
) Perturbacao de Panico . (12)
Wide sequéncias CpG
Epigenome- Perturbacio de Ansiedade o
. . 1 metilacdo no gene ASB1 (13)
Wide Generalizada
Perturbacio de Ansiedade
NR3C1 . 1 NR3C1 (15)
Generalizada
Perturbacio de Ansiedade com
NR3C1 . . | NR3C1 (16)
trauma infantil
CRH Derrota Social | CRH (17)
CRHR1 Perturbagio de Panico | CRHR1 (18)
AVP Separacgdo materna | AVP (19)
FKBP5 Administracdo de Corticosterona | FKBP5 (21)
FKBP5 Administracao de Corticosterona | FKBP5 (22)
. . | OXTR ex@o0 1
OXTR Trauma infantil . (23)
1 OXTR intrao 3
Perturbagdes de Ansiedade e
OXTR - 1 OXTR (27)
Depressao
OXTR Perturbacdo de Ansiedade Social JOXTR exdo 3 (24)
Exposicao a expressoes faciais de
OXTR . TOXTR (26)
raiva e medo
MAOA Perturbagdo de Panico | MAOA (29)
MAOA Perturbagdo de Panico | MAOA (30)
MAOA Acrofobia | MAOA (31)
) 1 SLC6A4
SLC6A4 Trauma Infantil (32)
| SLC6A4
BDNF Maus-tratos maternos 1 BDNF (37)
BDNF Maus-tratos maternos 1 BDNF (38)
Perturbacoes de Ansiedade e
BDNF 1t BDNF (27)

Depressao
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6.Modificacao de Histonas

Como dito anteriormente, também as modifica¢des de histonas sdo um importante mecanismo
epigenético. Juntamente com a metilacdo de DNA, as modifica¢Ges de histonas estdo também
frequentemente associadas a repressio de genes, tornando estes dois mecanismos
dependentes um do outro, pois ambos influenciam o estado conformacional da cromatina. Esta
regulacao, no caso das histonas, é feita através da adicdo de compostos, que vao alterar a
conformacao da cromatina, tornando-a mais ou menos acessivel a maquinaria de transcricao.
(39,40)

Embora seja considerado um ponto de interesse no desenvolvimento de perturbacoes de
ansiedade, suportado por investigacao realizada em estudos animais, pela pesquisa efetuada
ao longo do desenvolvimento desta dissertacdo, ainda nao ha literatura publicada sobre o
impacto de modificacoes de histonas em feno6tipos humanos de ansiedade, pelo que sera um
campo que podera vir a se alvo de mais estudos no futuro.

A literatura existente sobre modelos animais mostra evidéncia do papel importante das
modificagcoes de histonas no condicionamento do medo e extincio de memoérias do medo,
sendo mais prominente o processo de acetilacao. Modificacoes de histonas induzidas por stress
podem contribuir para a formacdo de memorias alterada, assim como uma maior
vulnerabilidade a perturbacoes de humor.

Como descrito anteriormente, neurotrofinas como BDNF promovem a criacao,
desenvolvimento, sobrevivéncia e funcao de neurénios importantes na mediacdo de respostas
ao stress. Ratinhos expostos a stressores na infincia mostram uma diminuicdo de cAMP
response element binding protein binding protein (CBP), uma proteina com atividade como
histona acetiltransferase, e diminuicao da associag¢do da histona H3K9ac com o promotor do
gene BDNF, levando a diminuicao da sua expressao e inibicao de neurogénese no hipocampo,
e consequentemente ao aumento de comportamentos ansiosos na idade adulta. (40,41)

Foi também demonstrado que exposicao a stress de forma crénica (usando o paradigma de
derrota social) induz hipoacetilacdo das histonas H3 e H4 no hipocampo, e em contraste, um
aumento global da acetilacio da H3 na amigdala e cortex pré-frontal. (14,42) Outra
modificacao identificada em modelos animais de ansiedade é a hipermetilacao de H3K27 que

também foi associado a diminuicdo da expressao de BDNF apos exposi¢do a SD. (14)
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7. RNA nao codificantes

Os RNAs nao codificantes sdo outro alvo de investigacao epigenética em perturbacoes de
ansiedade, dentro dos quais os microRNAs sdo os mais investigados. Aproximadamente 20 a
30% de todos os genes sao regulados por pelo menos um microRNAs. Um tinico microRNA
pode afetar centenas de genes, e um gene pode ser afetado por mais do que um microRNAs
tornando a investigacao relativa a quantificacao do seu impacto algo complexa. (43,44)

A grande maioria dos estudos realizados sobre a regulacao por parte dos microRNAs nas
perturbacoes de ansiedade também foram realizados em modelos animais devido a
inacessibilidade dos tecidos necessarios em humanos. Malan-Muller e Hemmings (44)
apresentaram em detalhe uma revisao de literatura, identificando 57 microRNAs que se
encontram a ser investigados por associagao a feno6tipos de ansiedade em modelos animais e
18 microRNAs em modelos clinicos. (44)

Em modelos animais, por exemplo, a expressao de alguns microRNAs como miR-34a, miR-
323, miR-378, e miR-451 relacionam-se com niveis baixos de ansiedade (avaliados por
aumento de comportamento explorativo), enquanto miR-34c e miR-323 estao por sua vez
associados a niveis elevados de ansiedade (demonstrado por diminuicao de exploracao),
avaliados por EPM. (45)

A maioria dos estudos em modelos humanos estao limitados a avaliacdo da expressao de
microRNAs em tecidos periféricos e a correlacao destas descobertas com a presenca de doenca.
Por exemplo, em casos de sujeitos com perturbac¢io de ansiedade generalizada, niveis elevados
de miR-4484, miR-4674, miR-501, miR-663, miR-4505, e niveis reduzidos de miR-1301 e
miR-432 circulante correlacionavam-se com sintomas de ansiedade (46) e a expressao de miR-
29c encontrava-se aumentada em pacientes com fobia social sujeitos a uma tarefa de stress
social. (43)

Nas perturbacoes de panico ou fenétipos relacionados a panico foram associados expressao de

miR-22, miR-138-2, miR-148a, miR-339 miR-488, e miR-491. (47)
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8.Aplicabilidade na terapéutica

Mundialmente, é estimado que menos de 25% da populacdo com uma perturbacao de
ansiedade recebe qualquer forma de tratamento, e mesmo dentro dos que tém uma
necessidade explicita de cuidados, menos de 25% recebem tratamento potencialmente
adequado. (1) Atualmente, as op¢oes que existem para o tratamento de perturbagdes de
ansiedade consistem na realizacdo de psicoterapia (CBT), ou através de recurso a
farmacoterapia, sendo ambas abordagens consideradas de primeira linha, reduzindo os
sintomas de ansiedade e melhorando a qualidade de vida. (1)

Maior parte da medicacao utilizada nas PA modifica o funcionamento da noradrenalina,
serotonina e GABA, aumentando as suas acoes. Atualmente, a medicagao ansiolitica inclui
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (SSRIs), inibidores da recaptagdo de
serotonina-noradrenalina (SNRIs), benzodiazepinas, buspirona, e bloqueadores de recetores
B-adrenérgicos. A escolha da farmacoterapia instituida depende ndo s6 do subtipo da
perturbacdo, mas também dependera da necessidade de instituir um tratamento que tenha
efeito ansiolitico de acdo rapida, de forma a atuar naos episddios agudos. (48) No entanto, a
eficicia dos tratamentos atualmente disponiveis varia em cada pessoa e nos diferentes graus
de severidade (1), sendo que um terco dos doentes nao responde a medicacido. (48) A
investigacdo epigenética nas perturbacdes de ansiedade permite uma nova abordagem
centrada no descobrimento de novos alvos para terapéutica farmacologica, ou seja, o reverter
das alteragdes epigenéticas causadas por stress cronico poderd providenciar tratamentos
eficazes para a ansiedade e na identificacao de preditores epigenéticos que correlacionam com
aresposta ao tratamento. Por exemplo, alguns estudos sugerem que as alteracoes epigenéticas
se correlacionam com a resposta a psicoterapia. Numa amostra de criangas diagnosticadas com
uma variedade de perturbacdes de ansiedade, um aumento na metilacio de DNA no gene
SLC6A4 foi associado a uma resposta mais eficaz quando realizado tratamento com terapia
cognitiva comportamental. Por outro lado, criancas que sao resistentes a este tratamento,
apresentaram uma diminui¢do da metilagdo. (49) A hipometilacdo do gene MAOA presente
em amostras de doentes com fobia social também foi demonstrado recuperar apo6s 6 semanas
de intervencao psicoterapéutica, atingindo os valores do grupo controlo. (30) A hipometilacao
do gene MAOA também foi associado a um comprometimento na resposta ao tratamento com
SSRIs, ou seja, os padroes de metilacio de MAOA podem constituir um preditor de resposta
ao tratamento, permitindo criar opcOes personalizadas. Por exemplo, pacientes com
hipometilacio de MAOA podem beneficiar de um inibidor da acao MAOA em conjunto com
um SSRI para contrariar a sua sobreexpressao. (28)O uso de inibidores de histonas
deacetilases (HDACs) como o acido valproico também foi reportado aliviar sintomas de stress

e ansiedade. (48)
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9.Conclusao

As perturbacoes de ansiedade sao das doencas que causam um maior impacto a nivel funcional,
afetando milhoes de pessoas, causando um fardo social e econémico mundialmente. A
patogénese da ansiedade ainda nao é completamente compreendida, mas pensa-se que dois
dos maiores contribuidores sdo os fatores genéticos e os fatores ambientais.

A maioria da investigacdo sobre as influéncias no desenvolvimento de perturbacoes de
ansiedade implica o envolvimento de genes que regulam o eixo hipotalamo-hipofise-adrenal,
sistemas neurotransmissores ou plasticidade neuronal, e varios estudos sugerem que a
disrupcao da expressao genética destes genes através de mecanismos de epigenética
contribuem para a patogénese de perturbacoes de ansiedade.

No entanto, a investigacdo sobre qual a contribuicdo dos mecanismos epigenéticos para a
suscetibilidade ou resisténcia para o desenvolvimento das perturbacgdes de ansiedade ainda se
encontra na sua infancia pelo que sera necessaria mais pesquisa para clarificar detalhes nesta
area.

Os varios mecanismos epigenéticos tém uma relagio co dependente na qual vao afetar as acoes
uns dos outros, o que adiciona um grau de complexidade e dificuldade na identificacao de
mecanismos e cascatas moleculares envolvidas na regulacao de genes e expressao proteica.
Neste momento, através dos resultados apresentados, podemos apenas especular de que
maneira 0os mecanismos epigenéticos levam a origem de manifestagdes de ansiedade, no
entanto podemos concluir que ha uma associacao entre os dois.

Nesta dissertacdo foram reportadas as alteracoes epigenéticas mais comummente investigadas
e associadas as perturbacoes de ansiedade, no entanto ainda hia muitos outros genes e
mecanismos a ser investigados que nao foram relatados.

A area da neuro epigenética é relativamente nova, porém ja ha provas da sua relevancia no
entendimento de perturbacoes psiquiatricas e a sua aplicabilidade na terapéutica das mesmas
como a depressao, que é uma comorbilidade altamente comum nas perturbacoes de ansiedade,
sendo uma possivel area de investigacao futura.

Em suma, como podemos ver ao longo desta dissertagio, a patogénese de Perturbacoes de
Ansiedade é complexa e repleta de nuances, e os fatores epigenéticos e ambientais assumem

um papel importante embora nao completamente compreendido.
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