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Resumo

Os polimorfismos funcionais 5-HTTLPR e rs25531, localizados na regido promotora do
gene transportador de serotonina SLC6A4, deram origem a variantes alélicas, S e g,
responsaveis pela diminuicdo dos niveis de expressao do gene. Devido a sua influéncia
na reducdo da velocidade de adaptacdo dos neurdnios serotoninérgicos em resposta a
estimulos ambientais geradores de stress, foi colocada a hipdtese de que estas variantes
genéticas poderiam contribuir para o aumento do risco individual para a depressdo major
em ambientes psicossociais adversos. Esta hipotese foi testada em numerosos estudos
efetuados em populagdes da Europa e da Asia, porém, nem todos provaram a existéncia
de uma relacdo estatistica significativa entre os polimorfismos S e g e os distdrbios
depressivos. Os objetivos principais do presente estudo foram descrever a diversidade
genética nos locais de segregacdo 5-HTTLPR e rs25531 para a populacdo portuguesa e
verificar se existe interaccdo estatistica entre o genotipo e o fenotipo que sugira uma
interac¢do bioldgica entre 0 ambiente fisioldgico interno, determinado pela expresséo do
gene SLC6AA4, e os estimulos externos geradores de stress. Para cumprir este objectivo
foram genotipados 320 jovens adultos de nacionalidade portuguesa, com idades
compreendidas entre os 18 e 0s 31 anos, provenientes de varias regides do pais. Através
de inquéritos de autoavaliacdo foi avaliado o ambiente psicossocial dos individuos
incluindo a presenca de perturbacdes psicoldgicas dos pais, maus tratos na infancia, bem-
estar geral e o nivel de ansiedade, depressdo e stress. A ocorréncia de interacdo estatistica
entre 0 genotipo e os factores geradores de stress foi testada através da analise de Modelos
Lineares Generalizados (MLG), implementada no programa informéatico IBM SPSS. Por
ser a primeira vez que a frequéncia dos polimorfismos 5-HTTLPR e rs25531 foi descrita
na populacdo Portuguesa procedeu-se & sua comparacdo com a de outras populacdes
atraves da estatistica Fst. Esta revelou grande semelhanga com as populagdes Europeias
previamente estudadas. Os resultados mostraram interagdes muito significativas entre
alguns fatores ambientais e o locus estudado e confirmam a utilidade do design
experimental G x A na interpretacdo de perfis de vulnerabilidade a perturbacoes

psicoldgicas.
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Abstract

Functional polymorphisms 5-HTTLPR and rs25531, which are located in the promoter
region of the serotonin transporter gene SLC6AA4, gave rise to allelic variants, S and g,
which slows down the synthesis of the serotonin transporter. Given that acute stressors
increase serotonin release, it was hypothesised that these polymorphisms could increase
the risk of major depression disorder because they reduce serotonin neurons's speed in
adapting to changes in their stimulation. This hypothesis was tested in several studies
conducted in European and Asian populations. However, some of them failed to
demonstrate a relationship between both S and g polymorphisms, and depression. The
main goal of this study was to describe the genetic diversity of 5-HTTLPR and rs25531
segregation sites for the Portuguese population, and check if there is a statistical
interaction between the genotype and the phenotype. To fulfil this objective 320 young
adults of Portuguese nationality, aged between 18 and 31 years, were genotyped for both
5-HTTLPR and rs25531 polymorphisms. Through self-assessment surveys their
psychosocial environment was measured, including the parents' psychological
disturbances, levels of abuse in childhood, general well-being, and overall levels of
anxiety, depression and stress. The occurrence of a statistical interaction between the
genotype and stress inducing factors was tested by way of Generalized Linear Models
(GLM), implemented in IBM SPSS software. The relatedness between populations,
Portuguese, European and non-European, was measured using pairwise Fsr statistics. The
evolutionary distance between them match with similarity with European populations
previously studied. The results showed highly significant interactions between
environmental factors and the loci studied and confirm the usefulness of experimental

design G x E in the interpretation of psychological disturbance vulnerability profiles.
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1.Introducéo






s

1.1 Depressao

A depressdo é uma das perturbacbes mentais mais comuns, antigas e bem
reconhecidas (Jabbi et al., 2008). Segundo Sullivan et al. (2000) prevé-se que até 2020
esta perturbacdo seja uma das principais causas de incapacidade e inaptiddo em todo o
mundo (Sullivan et al., 2000). No entanto, o termo depressdo tem sido usado para
designar um espectro de estados, condi¢Oes e patologias muito abrangente (Del Porto,
1999). Enquanto estado afetivo, surge frequentemente associado a perdas pessoais,
desmoralizacdo e frustracdo a varios niveis, e dissipa-se quando a causa externa
desaparece (Nesse, 2011). Em termos patoldgicos, a depressdo é o prolongar deste
estado ou condigdo que toma por vezes propor¢fes anormais, perturbando o normal
funcionamento do individuo a nivel psicoldgico, cognitivo e motor (Belmaker e Agam,
2008). Pode dividir-se em trés categorias de acordo com a sintomatologia, intensidade e
durabilidade: depressdo major ou disturbio unipolar; depressdo maniaca ou distarbio
bipolar e distimia. Genericamente, a depressao major pode ser reativa, em resposta a um
acontecimento externo, ou endogena. E geralmente mais intensa e de menor
durabilidade. A distimia, pelo contrario, € mais comum, menos severa e prolonga-se
durante mais tempo. Estas duas perturbacGes estdo relacionadas com um espectro
emocional negativo e assemelham-se na sintomatologia. O transtorno bipolar, por sua
vez, tem uma forte componente hereditaria e é caracterizado por estados emocionais
negativos, alternados com grande excitabilidade, agitacéo e elevada autoestima, tipicos

de episddios maniacos (Cartwright, 2008).

Segundo a mais recente versdo do Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders IV (DSM-IV), para que seja diagnosticado algum tipo de depressdo, o
individuo tem de apresentar pelo menos cinco sintomas de uma lista de nove: — 1)
estado deprimido; 2) anodinia; 3) sensacdo de inutilidade e auto-culpa; 4) dificuldades
de concentracdo; 5) fadiga ou perda de energia; 6) distdrbio de sono; 7) problemas
psicomotores; 8) perda ou ganho de pessoa; e 9) ideias recorrentes de morte ou suicidio.
Um destes sintomas devera ser, obrigatoriamente, estar frequentemente deprimido (1)
ou anodino (2) durante, pelo menos, duas semanas e a situacdo deve ter a duragédo

minima de duas semanas.



1.1.2 Sintomas e Epidemiologia

A sintomatologia da depressdo pode ser de natureza psicologica, cognitiva,
fisioldgica e motora (Harmer et al., 2009; Jabbi et al., 2008). De um modo geral, 0s
sentimentos de tristeza e desvalorizacdo pessoal, perda de energia, insonia, dificuldades
de concentracdo e pensamentos de morte ou suicidio sdo o0s sintomas mais
frequentemente associados a depressao (Weissman et al., 2004). Para além dos sintomas
mais comuns, a depressdo pode também manifestar-se por apatia, irritabilidade, fadiga
extrema, perda de apetite, retardamento psicomotor e por vezes, pensamentos de morte
ou suicidio (Del Porto, 1999). Contudo, estes sintomas parecem variar com 0 Sexo e a
idade e com a etnia (Gonda, et al., 2005). Para as mulheres, a primeira manifestacéo de
depressdo surge normalmente durante a adolescéncia, enquanto para os homens, 0
comeco da depressao ocorre no final da segunda década de vida (Weissman et al.,
2004). Para além disto, o racio de depressdo para as mulheres é cerca de trés vezes
superior ao dos homens (Kessler et al., 1993). E possivel que as flutuagdes hormonais
femininas que tém inicio durante a adolescéncia contribuam para a incidéncia
diferencial do distarbio depressivo (Eley et al., 2004). Depois do primeiro episodio
depressivo ter lugar em criangas e adolescentes, o risco de reincidéncia parece ser
aumentado principalmente por fatores de natureza genética. Quando o comeco da
depressdo € precoce, € provavel que tenha uma forte componente hereditaria, que se
sabe hoje ser cerca de 37 % para este disturbio (Lesch et al., 1994; Jabbi et al., 2008). Ja
em pacientes mais velhos, a depressao estd muitas vezes associada a outras patologias,
tais como como problemas cardiovasculares e disfungdes endoteliais (Belmaker &
Agam, 2008; Del Porto, 1999). Por outro lado, as pessoas deprimidas tém risco
aumentado de desenvolver outras perturba¢fes como distarbios de péanico e obsessivo-
compulsivos e apresentam-se mais vulneraveis a abusos de alcool e outras substancias
aditivas (Weissman et al., 2004). No que diz respeito a distribuicdo geografica da
depressdo major, os paises em desenvolvimento, com excecao do este e sudeste asiatico,
apresentam niveis mais elevados de prevaléncia deste disturbio, quando comparados

com os paises desenvolvidos (Ferrari et al., 2013).



1.2 Mecanismos Neurobiolédgicos da Depressao

Através da neuroimagiologia, j& se conseguiu perceber que séo varias as regides
cerebrais envolvidas no desenvolvimento e sintomatologia da depressdo. Por esta razao,
as hipoteses explicativas para este disturbio envolvem diferentes sistemas, regides e
substancias cerebrais (Price et al., 2012). O conhecimento do funcionamento das regides
envolvidas em condi¢des normais permite associa-las a diferentes aspetos da depressao,
tais como a cognicdo, memoria emocional e sintomatologia. Porém, o facto de estas
estruturas operarem em simultaneo em sistemas paralelos que interagem entre si, torna
dificil formular uma hipotese Unica para explicar todos 0s mecanismos da depressdo
(Nestler et al. 2002). A grande maioria dos estudos classicos dos processos
neurobioldgicos inerentes a depressdao foca-se nos sistemas de neurotransmissores
monoaminicos, nomeadamente o sistema serotoninérgico. Esta linha de investigacdo
tem como principio base o facto de grande parte dos pacientes deprimidos apresentar
niveis reduzidos deste neurotransmissor (Rot et al., 2009).

1.2.1 Hipo6tese Monoaminica

No neurénio pré-sinaptico, a serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HTT) €
sintetizada pela enzima triptofano-hidroxilase e armazenada em vesiculas antes de ser
libertada. Apos estimulacao suficiente, a serotonina é libertada na fenda pré sinaptica,
onde atua de trés formas distintas: (1) liga-se aos seus recetores no neurénio poés
sinaptico, promovendo a transducdo de sinal semelhante a que estimulou em primeiro
lugar o neurdnio pré-sinéptico; (2) liga-se aos seus recetores no neurénio pré-sinaptico,
promovendo um sistema de feedback positivo que regula a plasticidade do neuronio; e
(3) é eliminada da fenda sinaptica, regressando ao neurénio pré-sinaptico através do
transportador de serotonina — SLC6A4. Desta forma, o neurotransmissor é reciclado
para ser usado posteriormente ou degradado pela enzima monoamina-oxidase (MAO)
para excrecdo (Figura 1).
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Figura 1 — Representacdo esquematica da sintese, armazenamento, libertacdo, recaptacdo e degradacéo
da serotonina no neurénio pré-sindptico. A serotonina é sintetizada pela triptofano-hidroxilase e
armazenada em vesiculas. Depois de libertada na fenda sinéptica, (1) liga-se aos recetores de serotonina
no neurénio pés-sindptico; (2) Liga-se aos recetores de serotonina no neurdnio pré-sinaptico; e (3) é
recaptada pelo transportador de serotonina — SLC6A4 para ser reciclada ou degradada. (Adaptado de Rot
et al., 2009)

Para testar esta hipoOtese, pacientes com diagnostico preévio de depressao
ingeriram uma mistura de substancias pobre em triptofano, essencial a sintese de
serotonina. Gradualmente, os niveis de serotonina diminuiram, provocando breves
recaidas sintomatoldgicas quer nos pacientes medicados com antidepressivos que
alteram os niveis de serotonina, quer nos pacientes ndo medicados em remissao. Isto
sugere que a diminuig@o dos niveis de serotonina pode conduzir a depressao. Contudo,
guando este tipo de experiéncias foi feito em sujeitos sem historial familiar de disturbios
depressivos, ndo foram registadas as mesmas alteracBes sintomaticas (Ruhé et al.,
2007). Isto leva a crer que, para alem da alterag@o dos niveis de serotonina em si, outros
fatores contribuiram para a sensibilidade de cada individuo a estas variacdes, e

consequentemente para a suscetibilidade para a depresséo.



Por estar ativamente envolvido no sistema serotoninérgico e ser um dos
principais responsaveis pela manutencdo dos niveis deste neurotransmissor, 0
transportador de serotonina - SLC6A4 - apresenta-se como um dos melhores candidatos

a gene envolvido em distarbios de ansiedade e depressao (Lesch et al., 1994).

1.2.2 Transportador se serotonina SLC6A4

Localizado no cromossoma 17g11.1-17912 (Ramamoorthy et al., 1993), o
SLC6A4 tem aproximadamente 31 kb e é composto por 14 exdes e 13 intrdes. O
primeiro intrdo encontra-se antes do codao de iniciacdo ATG e mais 12 intrdes estdo
alternados na regido codificante do gene (Lesch et al., 1994). Este gene codifica um
transportador de serotonina de alta afinidade dependente de sédio e cloro, que se
localiza na membrana pré-sinaptica dos neurénios (Ramamoorthy et al. 1993) e parece
ser 0 alvo primario da acdo de uma importante classe de antidepressivos terapéuticos —

inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina (Ogilvie et al., 1996).

1.2.2.1 Polimorfismo funcional 5-HTTLPR

Depois de estudar e mapear a regido promotora do gene em 1995, Heils et al.
(1996), reportaram um polimorfismo comum na regido promotora, localizado antes do
local de iniciacdo da transcricdo — 5-HTTLPR. Este polimorfismo consiste numa
inser¢do ou delecdo de 43-pb envolvendo 14 (14R) a 16 (16R) elementos repetitivos,
referidos como variantes Short (S, com 375 pb) e Long (L com 419 pb) de onde vem os
numeros 375 e 419? (Gelernter et al., 1997) Estas duas variantes do polimorfismo
ocorrem em todas as populagdes representantes das grandes regides geograficas do
mundo, levando a crer que o polimorfismo nao é recente na histéria do homem moderno
(Gelernter et al., 1999). A principal diferenca entre as duas variantes S e L é em termos
de eficiéncia transcricional; a variante longa € aproximadamente trés vezes mais eficaz
que a variante curta (Lesch et al., (1996). Por este motivo, a recaptacdo de serotonina
em células homozigdticas para o alelo L é mais eficaz do que em células que contenham
uma ou duas copias do alelo S. O estudo de Lesch et al. (1996) concluiu que os

individuos L/S e S/S apresentavam, tendencialmente, maiores niveis de neurose



(associados a ansiedade e depressdo), que individuos L/L, reforcando a ideia de que o

polimorfismo 5-HTTLPR podera estar associado a estes disturbios.
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Figura 2 — Representacdo esquematica do gene transportador de serotonina SLC6A4, localizado no

cromossoma 17911.1-17g12, com 14 exdes. O polimorfismo 5-HTTLPR estd localizado na regido
promotora do gene tem duas variantes alélicas S, com 375 pb e L com 419 pb. A atividade basal destas
duas variantes é diferentes, sendo que o alelo longo é mais eficaz na transcricdo. (Adaptado de Canli e
Lesch, 2007)

Mais tarde, numa investigacdo que visava estudar as frequéncias alélicas S e L
em varios grupos com origens geograficas distintas, Gelernter et al. (1997); relataram,
pela primeira vez, a observagdo de dois novos alelos na regido promotora do gene em
individuos Africo-Americanos e Japoneses. De acordo com a nomenclatura
originalmente atribuida por Heils et al. (1996), estes alelos foram designados de Very
Long (VL, com 460 pb) e Extra Long (XL, com 500 pb). Depois disto, varios trabalhos
fizeram observagdes semelhantes, aumentando o leque de variagdes alélicas na regido
promotora do gene (Tabela 1). A grande maioria das observagdes de variantes com
tamanhos superiores ao alelo L foi feita em heterozig6ticos (Haberstick et al., 2015) de
populacbes de origem asiatica e africana e ainda ndo foram reportadas em nenhuma

populacédo caucasiana (Goldman et al. 2010).



Tabela 1 — Alguns estudos com observacdo de diferentes variantes alélicas da regido promotora do gene
SLC6A4: 5-HTTLPR.

Autores do estudo

STP14 14R Nakamura et al., 2000; Kunugi et al., 1997; Gelernter et al., 1999;
Variante S Michaelovsky et al., 1999; Goldman et al. 2010

15R Nakamura et al., 2000;

Nakamura et al., 2000; Kunugi et al., 1997; Gelernter et al., 1999;

Variante L. STP16  16R \yichaelovsky et al., 1099; Goldman et al. 2010

17R Haberstick et al., 2015

Guhathakurta et al., 2006; Michaelovsky et al., 1999; Goldman et al.

18R 2010

Variantes VL

e XL STP19 19R Nakamura et al., 2000; Kunugi et al., 1997; Goldman et al. 2010

Nakamura et al., 2000; Kunugi et al., 1997; Guhathakurta et al., 2006;

STP20 20R Goldman et al. 2010

22R  Nakamura et al., 2000; Gelernter et al., 1999; Goldman et al. 2010

A variante S do polimorfismo 5-HTTLPR abranda a sintese do transportador de
serotonina, 0 que se pensa estar associado a reducdo da velocidade a qual os neurdnios
se adaptam a estimulos (Lesch et al. 1996). Se um determinado fator de stress aumenta
a libertacdo de serotonina, entdo este polimorfismo deve influenciar a sensibilidade e
resposta de um individuo ao stress, propulsor comum da depressdo. O que acontece é
gue nem o patrimdnio genético, nem a exposicdo a estimulos stressantes, por si S0, sdo
bons indicadores de risco. Em vez disso, estes dois fatores interagem entre si para
interferir na forma como se pode prever a vulnerabilidade de um determinado individuo

de desenvolver distarbios psicoldgicos (Rot et al., 2009).

1.2.2.2 rs25531

Hu et al., (2005) mostraram que a substituicdo de um dnico nucleotido a> ¢
(SNP25531) na variante L do polimorfismo 5-HTTLPR (La ou Lg) também podia levar
a alteragdes ao nivel da transcricdo do gene SLC6A4. Localizado imediatamente fora do
segmento 5-HTTLPR, o alelo g atenua a eficiéncia transcricional do alelo L, fazendo
com que em associacdo, o haplétipo se comporte de forma semelhante a variante S
(Bonvicini et al., 2010). Apesar da substituicdo do nucle6tido também ser encontrada
associada a variante curta do 5-HTTLPR (Sa ou Sg), ndo sdo visiveis alteracdes ao nivel
da eficcia transcricional neste caso (Wendland et al., 2006). Assim, em quatro
possiveis haplotipos pela combinacdo destes dois polimorfismos apenas um se destaca
com eficécia transcricional elevada — La. Os restantes, Lg, Sa e Sg apresentam niveis de

9



transcricdo diminuidos e semelhantes entre si e sdo responsaveis pela reducdo da

expressao do gene SLC6A4 (Bonvicini et al., 2010).

1.3 Estudo da depresséo e dos estados depressivo

O estudo teorico e empirico da depressao tem sido dominado pela investigacao
da sintomatologia e do tratamento dos estado depressivos. Apesar da importancia
inquestionavel da pesquisa das causas proximas do fendmeno depressivo, nos ultimos
anos, tém aumentado significativamente; na literatura as explicacbes de natureza
evolutiva, ou causas ultimas da depressdo. Abordar a depressdo sob o ponto de vista

evolutivo, permite compreender porque é que as pessoas deprimem.

1.3.1 Perspetiva evolutiva dos estados depressivos

Em primeiro lugar, sera mais adequado sob o ponto de vista evolutivo utilizar os
termos — estados depressivos — para referir todo um espectro de estados ou condigdes
que podem variar entre o ‘claramente normal’ e o ‘possivelmente patologico’, uma vez
que o termo depressao esta muitas vezes associado a patologia (Nesse, 2006). Segundo
esta abordagem, niveis moderados de perturbacdo psicoldgica podem ser adaptativos e
ter beneficios reprodutivos. Se assim for, é provavel que no ambiente ancestral humano
fossem recorrentes as situacfes que envolvem um dos preditores indissociaveis da
depressdo, a perda. Nestas situacdes, algumas caracteristicas dos estados depressivos
devem ter conferido vantagens que permitiram lidar de forma mais eficaz com as
pressdes seletivas que atuavam neste contexto (Nesse, 1991). Serdo apresentadas
algumas teorias e modelos evolutivos que explicam a depressdo e os estados
depressivos sob o ponto de vista evolutivo que podem complementar-se e ndo séo

mutuamente exclusivas.

1.3.1.1 Teoria ecoldgica da conservacao de recursos

Do ponto de vista ecologico, os estados depressivos sdo instigados por situagdes
em que ndo ha controlo razoavel sobre o resultado de um investimento; ou é provavel
que haja fracasso, ou a recompensa € insuficiente (Nesse, 2000). Cada individuo devera

decidir quando e como investir da melhor maneira os recursos disponiveis no momento
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certo e proporcdes adequadas. Deixar ou trocar um companheiro; alterar o curso da
carreira; arriscar investir num negocio; sdo normalmente decisfes dificeis de tomar,
uma vez que envolvem mudanga e requerem abdicar de alguns investimentos para dar
lugar a novas experiéncias, possibilidades e incertezas. Tendo em conta 0 peso e a
importancia destas decisdes, um mecanismo como 0s estado depressivos, que faca com
que um individuo se mantenha na mesma posi¢do quando o risco associado & mudanca é
demasiado elevado, é uma estratégia que pode ser Gtil (Nesse, 1991). Como resposta
adaptativa, a depressdo surgiria para reduzir ou inibir qualquer tipo de investimento
nestas situacdes onde ha pouco ou nenhum ganho. Mas da mesma forma que os estados
depressivos podem ser um incentivo a libertacdo de objetivos inatingiveis, também
podem resultar de demasiado tempo e recursos investidos nestes mesmos objetivos
(Klinger, 1993 in Allen & Badcock, 2006). De facto, as pessoas deprimidas tendem a
investir em demasia hum namero limitado de objetivos e quando falham, parecem ficar

mais propensos a colapsar (Champion & Power, 1995).

1.3.1.2 Teoria da competicgéo social

O acesso que um individuo tem a importantes recursos reprodutivos depende
grandemente da sua posicao e estatuto dentro de uma rede ou grupo social. E uma forma
de disputar lugares nestes rankings é através de conflitos mediados pela competicédo
entre individuos. Baseado nestes comportamentos ritualisticos de luta, Price (1998)
formulou uma hipotese explicativa para os estado depressivos. Durante um encontro
entre adversarios, os individuos vao a partida exibir comportamentos distintos de acordo
com a posi¢do ou estatuto inicial de cada um. O mais forte adota um estratégia de
escalada para aumentar as chances de ganhar, enquanto o mais fraco adota a estratégia
contraria caracteristica de subordinacdo e comportamento submisso. Assim, os estados
depressivos surgiriam como mecanismos involuntarios que evoluiram como estratégias
de subordinacdo (Price et al., 1994). Contudo, se na maioria das espécies oS
comportamentos agonisticos de luta e intimidacdo sdo estratégias eficazes, 0 mesmo nédo
acontece sempre com 0s humanos. Na nossa espécie, a aquisicdo de recursos depende
da atratividade, valor social e prestigio. Dependendo da sua posi¢do e estatuto, o
individuo pode licitar mais ou menos atencdo e recompensas sociais sob a forma de

aprovacdo, aceitagdo, respeito, e admiragdo. E é quando h4 privacdo destas recompensas
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quando se pensa serem merecidas, que sdo ativados sistemas de reposta defensivos de

perda de confianga e autoestima (Allen & Badcock, 2006).

1.3.1.3 Teoria do afeto

Segundo Buss (1991), a fixacdo e retencdo de companheiro e a capacidade de
construir e manter aliancas reciprocas estdo entre as principais pressoes sociais seletivas
na histéria evolutiva humana. Desta forma, os lagcos afetivos entre pais e filhos,
parceiros sexuais € membros de um grupo social, sdo extremamente importantes na
medida em que asseguram a sobrevivéncia e reproducdo dos individuos. Quando estes
lacos se perdem ou estdo ameacados, pode ter inicio a depressao como forma de inibir a
exploracdo e formacdo de lacos que possam ser pouco seguros e eficazes. Ao mesmo
tempo, estar deprimido motiva o sofrimento para evitar deteriorar outros lagos
preexistentes e estimula a reconstrucdo do laco perdido quando possivel (Ingram, 2003).
Também podera servir como pedido de ajuda aos entes proximos para que reforcem o
provimento de recursos necessarios para a recuperacdo dos deprimidos. Muitas vezes, a
tristeza associada ao estado depressivo € acompanhada de sinais e expressdes faciais
evidentes, como as lagrimas. Isto faria mais sentido, se a manifestacdo destes sinais se
desse normalmente em publico. Mas geralmente os episddios depressivos ocorrem com
frequéncia em isolamento e sdo mais intensos quando o individuo se encontra sozinho
(Nesse, 1991).

1.3.1.4 Teoria do risco social

A hipotese do risco social assenta no pressuposto de que todas as relagdes
pessoais podem ser compreendidas em termos de duas dimensbes: 1) poder e
individualismo; e 2) comunhao e coletivismo (Judd et al., 2005). Quando enfraquecidas,
a primeira dimensao apresenta riscos de derrota, frustracdo, humilhacéo, armadilha, e a
segunda dimensdo apresenta riscos de rejeicdo e ostracizacdo. Apoiados neste
pressuposto, Allen e Badcock (2003) sugerem que a depressdo pode ter sido concebida
como uma resposta psicobioldgica defensiva quando ha um risco aumentado num destes
dois dominios de uma relacdo. As situacOes de stress interpessoal estdo entre as causas
mais provaveis e comuns para os estados depressivos. Neste tipo de situacdes, ha por
vezes uma desregulacdo dos sistemas que coordenam as emocdes e estados de espirito

positivos, 0s quais estdo altamente embebidos no comportamento e cognicdo sociais.
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Estes processos sociais sdo muito importantes na etiologia e manutencao da depressao,
uma vez que moldam e regulam em parte as emocdes e postura de confianga dos
individuos perante 0 mundo. Assim, em contextos de interacdo em que ha claramente
risco de exclusdo de um grupo social, vital para lidar com desafios adaptativos e
reprodutivos, desenvolveram-se os estados deprimidos para facilitar uma abordagem de
‘aversao ao risco’. Uma vez ativado este mecanismo, a estratégia normal de ‘procura de
oportunidades de investimento social’, ¢ trocada pela estratégia ‘aversdo ao risco’, ou
estados deprimidos. A percecdo social é alterada e o individuo torna-se hipersensivel a
indicadores de risco social, modificando a comunica¢do e 0s comportamentos de
aquisicdo de recursos (Kendler et al., 2003).Por este motivo, € extremamente Util saber
detetar quando ha risco elevado de exclusdo de uma ou Varias redes sociais, uma vez
que é nestes grupos que estdo concentrados alguns recursos essenciais. Para além de
frustracdo e perda, qualquer experiencia social relevante que implique negociar estatuto
e recursos, pode ativar os mecanismos da depressdao (Allen & Badcock, 2003).
Ecologicamente, isto implica que aqueles que foram sendo capazes de preservar melhor
0 seu valor e participacdo sociais e diminuir o risco de futuras perdas nestes contextos
foram favorecidos por selecdo natural. Segundo esta hipotese, o disturbio depressivo
ndo representa verdadeiramente uma adaptagdo, mas antes uma consequéncia
despropositada dos mecanismos psicobioldgicos quando estes atuam fora do espectro

adaptativo normal.

1.3.1.5 Neurobiologia, Evolucéo e Cognicéo
Existem algumas evidéncias neurobiol6gicas que parecem complementar e

integrar-se nestas teorias evolutivas da depresséo.
i) Experiéncias sociais negativas e sistema serotoninérgico

Os recetores de serotonina mediam respostas cognitivas e fazem parte de
sistemas de resiliéncia que restabelecem o0s comportamentos normais face a
adversidades e acontecimentos stressantes (Deakin, 1996). Quando se encontram em
situacOes extremas deste tipo, as dificuldades psicossociais interferem com este sistema,
quebrando-o e provocando baixa autoestima e dando inicio a episddios depressivos.
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ii) Hipersensibilidade ao risco social e amigdala

A amigdala também esta envolvida na percecdo social e sabe-se que esta
hiperativa durantes os estados deprimidos (Cahill et al., 1996). Quando esta regido esta
lesionada, a capacidade de discernimento de carateristicas faciais relevantes fica
enfraquecida, debilitando uma das competéncias essenciais na percecdo do perigo social
(Adolphs et al., 1998).

iii) Sistemas de tomada de deciséo e cortex pré-frontal

Em situacdes em que € necessario tomar decisdes sob pressdo e arriscar, € criada
uma expectativa sobre essa tomada de deciséo. O valor global dessa expectativa baseia-
se na estimativa da probabilidade de obter recompensas e no valor subjetivo dessas
recompensas (Kahneman & Tversky, 1979 in Allen & Badcock,2006). O sistema que
avalia estas expectativas € coordenado por varios processos psicoldgicos, altamente
sensiveis ao estado de espirito e as emocdes do individuo (Loewenstein et al., 2001). No
caso particular dos estados depressivos, as emogdes negativas e o estado de espirito
debilitado do individuo fardo com que haja menor propensdao para adotar
comportamentos e fazer escolhas que envolvam riscos. Uma vez que a computagéo e
avaliacdo destas expectativas de recompensa envolve pensamento a longo prazo, uma
das capacidades mais importantes envolvidas neste processo é a memoria. A regido
cerebral responsavel por este mecanismo € o cortex pre-frontal esquerdo, que em
pessoas deprimidas estd menos ativo (Davidson & Irwin, 1999). O efeito que a
depressdo tem é editar emocionalmente a motivacdo do individuo, inibindo o valor
positivo e potenciando o valor negativo destas expectativas futuras (Allen & Badcock,
2006). Também o sistema serotoninérgico pode modular os sistemas de tomada de
deciséo, atuando sobre a capacidade de empreendimento e compromisso dos individuos.
A serotonina modera o impacto emocional de estimulos imediatos e estimula o

compromisso motivado de objetivos a longo prazo e estimulos distantes (Katz, 1999).

1.3.2 Perspetiva evolutiva da Depressao major

1.3.2.1 Modelo de desregulacéo

Quando ha exposicdo a elevados niveis de stress, sdo ativadas defesas
psicobioldgicas com o intuito de repor as fungdes normais de funcionamento do

organismo. Contudo, quando o padrdo de exposi¢do € cronico, estas defesas tornam-se
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pouco eficazes e falham. O individuo entra num estado desregulado em que ha
exacerbacdo de sintomas desadequados ao contexto e é induzido a condicdo de
deprimido (Gilbert, 2001). Este modelo explica que o aumento da prevaléncia da
depressdo major pode ser explicado pelas diferencas e incompatibilidades entre 0 nosso

ambiente ancestral e moderno (Allen & Badcock, 2003).

1.3.2.2 Hipotese da navegacao social

A hipétese de navegacdo social apoia-se no facto de a depressdo major ser uma
condicdo com elevado grau de prevaléncia na populacdo humana. Este modelo também
¢ adaptativo na medida em que retrata a depressao clinica como um sinalizador honesto
e ndo intencional para extorquir recursos de grupos ou redes sociais. Ao mostrar-se
deprimido, o individuo ‘emite um pedido de ajuda’, recebendo diversas formas de

investimento futuras por parte dos parceiros. (Watson & Andrews, 2002).

1.3.2.3 Modelo de Nettle - diferencas individuais e neuroticismo

Nettle (2004) defende que algumas evidéncias etioldgicas da depressao clinica
impedem que seja razoavel explicar esta condicdo em termos de adaptacdo evolutiva. Se
se tratasse efetivamente de uma adaptacdo, a capacidade para adquirir depressdo major
deveria ser igual em todos os humanos e a variabilidade dessa capacidade explicada
pela hereditariedade deveria ser proxima de zero. A depressao clinica ndo esta presente
na maioria das pessoas e existem diferencas nos tracos de personalidade individuais que
modificam a suscetibilidade a depressdo. A depressdo clinica cronica pode desenvolver-
se mesmo na auséncia de fatores ambientais sociais de risco e para além disto, o fator
preditor de maior peso, é a presenca de um episodio depressivo previo (Kendler et al.,
1993). Segundo Nettle (2004), a variagdo individual na labilidade das emocGes
negativas, pode estar refletida no ‘neuroticismo’, ligado a wvulnerabilidade e
impulsividade. Esta caracteristica pessoal € caracterizada por um continuum de
distribuicdo normal, com extremos patologicos e variacdo hereditaria consideravel. Ao
mesmo tempo neuroticismo exagerado pode estar associado a diminuicdo da saude e
falhas nas relacOes interpessoais, niveis razoaveis deste traco de personalidade podem
trazer alguns beneficios reprodutores. Um sistema de reatividade moderada de emogdes

negativas pode fazer com que o individuo seja mais persistente e lutador na
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concretizacdo de objetivos pessoais, aumentado a aptiddo. Desta forma, a caracteristica
— neuroticismo — pode ter sido selecionada por motivar comportamentos de requesto e
persisténcia em contextos interpessoais, até ao ponto que as consequéncias negativas

que daqui advém ultrapassam os beneficios do 6timo ecoldgico.

1.3.3 Design experimental de interaccdo Gene x Ambiente

A maioria dos estudos de associacdo genética a disturbios psicolégicos foca-se
em polimorfismos funcionais, tais como o 5-HTTLPR, e de que forma interagem com
determinados ambientes psicossociais para influenciar o risco e vulnerabilidade a estes
disturbios. Caspi e colaboradores (2003), foram os primeiros autores a publicar um
trabalho onde estudaram a vulnerabilidade a disturbios depressivos, seguindo um
modelo experimental de Interacdo Gene x Ambiente (G x A), relacionando o
polimorfismo 5-HTTLPR com fatores de stress ambientais. Concluiram que em vez de
uma associacdo direta entre os genes e a depressao (Bellivier et al. 1998), a variante S
do polimorfismo interage com a exposicdo a fatores de stress ambientais de forma a
aumentar a vulnerabilidade dos individuos ao disturbio. O mesmo néo se verificou com
os portadores de dois alelos L, em cuja associacdo do genotipo a fatores do ambiente
psicossocial parece ndo atuar da mesma forma. Este tipo de investigacdo G x A tem sido
replicado por varios autores com algumas varia¢es na metodologia e nos parametros
estudados. E apesar da sua importancia e de continuar a ser apontado como um dos
melhores candidatos a marcador genético de disturbios psicolégicos, o estudo do
polimorfismo 5-HTTLPR criou discordia e acumulou uma boa quantidade de resultados
contraditérios. Apesar de tudo, a grande maioria dos trabalhos continua a encontrar uma
forte associagéo entre a variante S do polimorfismo e fatores ambientais no aumento da
vulnerabilidade a depressdo e outros disturbios. Porque este polimorfismo é sensivel a
influéncias externas, podem ser medidos e avaliados diferentes parametros que
caracterizem o meio ambiente que rodeia os individuos, tais como o ambiente familiar,
historial familiar de distdrbios psicologicos, experiéncias negativas e acontecimentos de

vida stressantes.

Carskadon et al.,, 2012, por exemplo, estudaram os padrbes de sono e
verificaram que individuos homozigéticos para o alelo S relatavam com mais frequéncia

gue se sentiam facilmente irritados e de humor deprimido, se o tempo de sono fosse

16



reduzido, quando comparados com outros individuos. Uma vez que se sabe existir
alguma relagdo entre os distarbios do sono e a depresséo, este fator ambiental podera
interagir com a vulnerabilidade genética dos individuos SS para aumentar a tendéncia
para estados depressivos. Como explicacdo, os autores sugerem que € possivel que o
encurtamento dos padrdes de sono normais possa reduzir 0S recursos cognitivos

requeridos para a abstracdo de estimulos emocionais negativos.

A importancia do tipo de métodos cognitivos a que os individuos recorrem para
lidar com eventos de vida negativos e stressantes esta intimamente ligada a
vulnerabilidade a disturbios psicoldgicos. A forma como se da a regulacéo e adaptacao
das emocdes a este tipo de situacOes determina, em parte, o tipo de sentimentos,
pensamentos e emocfes que permanecem apds um acontecimento menos bom. Em
termos gerais, a probabilidade de um individuo apresentar sintomas associados a
depressdo e ansiedade é tanto maior quanto mais frequentemente o individuo optar por
estratégias cognitivas ‘menos adaptativas’ ou negativas (Garnefski et al., 2001). Por
este tipo de estratégias entendem-se aquelas que fazem com que o individuo se foque
excessivamente na parte negativa do acontecimento e na forma como se culpabiliza pelo
que aconteceu, como a ruminagdo, auto-culpabilizacdo e catastrofizacdo (Gernefski e
Kraaij, 2006). Relacionando este parametro com o polimorfismo 5-HTTLPR, Alexander
et al., 2009, relataram que individuos homozigéticos para o alelo S, quando expostos a
elevados niveis de stress, apresentavam menor habilidade para lidar com este tipo de

acontecimentos, optando por utilizar estratégias cognitivas menos eficientes.

Também o historial de maus tratos na infancia e adolescéncia pode ser levado
em conta como fator ambiental de stress na medida em que o meio ambiente em que 0
individuo cresce e se desenvolve molda significativamente o seu comportamento
enquanto adulto. Entre adolescentes com disturbios psicoldgicos é comum a prevaléncia
de niveis elevados de abusos e negligéncia enquanto criancas (Bernstein et al., 2003).
Por exemplo, em criangas abusadas sexualmente, a sintomatologia desenvolvida pés-
abuso estd intimamente ligada a depressdéo e ansiedade — h& aumento de
comportamentos de isolamento e retracdo, agressividade, neuroticismo, afastamento,
auto-injuria e baixa autoestima (Kendall-Tackett, 1993). Num estudo que relacionava o
genotipo 5-HTTLPR com o fator de stress ambiental ‘maus tratos na infancia’, os
investigadores Stein et al. (2008) relataram que individuos homozigoticos para o alelo S

que tinham niveis mais elevados de maus tratos infantis, eram o grupo de maior risco
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para o desenvolvimento de distdrbios psicoldgicos. Os autores mediram tragos como a
‘sensibilidade a ansiedade’, que também ¢ comum em pessoas deprimidas. J& uma
conclusdo semelhante tinha sido publicada por Caspi et al. (2003), que associaram
positivamente o gendtipo homozigético para o alelo S com elevado risco de depressao,

quando o fator ‘maus tratos infantis’ estava presente.

Apesar de existir uma grande variedade de acontecimentos que podem ser
estudados como fatores de stress ambientais, o0 ambiente familiar, indices de abuso e
negligéncia na infancia e 0 bem estar-social estdo entre 0s mais consensuais nos fatores
de risco externos a depressao e ansiedade (Jabbi et al., 2008). Como tal, estes foram os
fatores eleitos para ser sujeitos a medicOes através de questionarios de autorrelato com
questdes sociodemograficas, onde se incluem perguntas sobre as perturbacdes
psicolégicas dos pais, de bem-estar emocional, psicolégico e social, de abusos e
negligéncia fisica, psicoldgica e emocional e sobre estratégias de regulacdo emocional

adotadas face a um acontecimento de vida negativo.

1.4 Objetivos
Os objetivos principais da presente dissertacdo foram:

i) Descrever as frequéncias alélicas e genotipicas no locus SLC6A4
definidas pelos polimorfismos 5-HTTLPR e rs25531 numa amostra de
jovens adultos de nacionalidade Portuguesa;

i) Comparar as frequéncias alélicas registadas na populacdo portuguesa
com as que foram observadas noutras populacGes dos continentes
Europeu, Asiatico e Africano;

ii) Averiguar se nesta amostra, os polimorfismos 5-HTTLPR e rs25531 do
gene SLC6A4 estdo associados ao risco individual para a apresentar
elevados niveis de ansiedade, depressdo e stress em certos ambientes

psicossociais.

Para cumprir com estes objetivos foi feita a genotipagem numa amostra de 320
jovens adultos de nacionalidade portuguesa, com idades compreendidas entre os 18 e 0s
31 anos, provenientes de varias regides do pais. Em 206 individuos desta amostra, foi
avaliado o ambiente psicossocial através de inquéritos de autoavaliacdo, previamente

publicados e validados que permitiram conhecer aos niveis de maus tratos na infancia, a
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presenca ou nao de perturbacdes psicoldgicas dos pais, 0 bem-estar geral e o nivel de
ansiedade depresséo e stress. Com os dados obtidos, foi testada a existéncia de interagéo
estatistica entre o gendétipo e as medidas de avaliacdo psicossocial através da analise de
Modelos Lineares Generalizados (MLG), implementada no programa informatico IBM
SPSS. Por ser a primeira vez que sdo estudadas as frequéncias dos polimorfismos 5-
HTTLPR e rs25531 numa amostra de populacdo portuguesa, foi utilizada a estatistica

Fst para comparar as frequéncias obtidas com as de outras populagdes.
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2. Material e Métodos
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2.1 Caracterizacao da amostra

O grupo amostral foi composto por 206 jovens adultos de ambos os sexos (154
mulheres e 78 homens), ndo aparentados, com idades compreendidas entre os 18 e 0s 31
anos (média = 22,1) pertencentes, na sua maioria, a populacdo estudantil da
Universidade de Coimbra. A sua participacdo consistiu: i) na cedéncia de uma amostra
biolégica de células do epitélio bucal para determinacdo do genotipo; ii) no
preenchimento de um conjunto de questionarios de resposta fechada para avaliacdo do
ambiente psicossocial - CERQ, MHC, CTQ e EADS-21 (introduzidos no ponto 2.3.4 da
seccdo Material e Métodos); iii) e no preenchimento de um formulario
sociodemogréfico do qual faziam parte questdes sobre o percurso académico do
individuo, formacdo e profissdo dos pais, tamanho do agregado familiar e historial

clinico de doencas fisicas e mentais dos pais e do préprio (Apéndice 1).

Foram recolhidas amostras bioldgicas num grupo adicional de 114 individuos
que, por ndo terem completado o preenchimento dos questionarios de autoavaliacao,
foram excluidos da anélise de interacdo estatistica entre o genétipo e os fatores
ambientais facilitadores da depressdo. Ainda assim, a informacdo relativa ao seu
gendtipo foi utilizada para descrever a diversidade genética da populacdo no locus
SLC6AA4.

Mediante o devido consentimento informado, todos os participantes foram

instruidos sobre os propdsitos e objetivos da investigacéo.

2.2 Métodos laboratoriais
2.2.1 Extracdo de DNA

As células da mucosa bucal foram recolhida scom escovas esterilizadas (sterile
swabs, Sarstedt, Germany) por friccdo no epitélio bucal de cada individuo. O esfregago
foi devidamente identificado e armazenado a -10°C. A extragdo do ADN gendmico foi
efetuada com o kit de extracio FavorPrep™ Genomic DNA Mini Kit FABGK
(Favorgen Biotech Corp., Taiwan) que utiliza a enzima proteinase K para digerir as
membranas plasmaticas, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante (Apéndice
2).
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2.2.2 Genotipagem

A genotipagem dos polimorfismos 5-HTTLPR e rs25531 foi efetuada de acordo
com a metodologia descrita por Bonvicini et al. (2010) e consistiu na realizagdo de uma
reacdo de amplificacdo da regido alvo por Polymerase Chain Reaction (PCR),seguida
por uma digestdo com a enzima de restricdo Mspl.

Na PCR foram utilizados os primers descritos por Gelernter et al. (1997) - direto
JP (5'- ATG CCA GCA CCT AAC CCC TAA TGT - 3') ereverso GR (5' - GG ACC
GCA AGG TGG GCG GGA - 3" - especificos para o segmento de interesse em
questdo, permitindo a sua amplificacdo num termociclador TProfessional (Biometra,
Germany) com o programa seguinte: a) 95° C - 10 minutos; b) 35 ciclos de 95° C - 30
segundos, 60° C - 45 segundos, 72° C - 45 segundos e c¢) Extenséo final a 72° C - 10
minutos. Cada reacdo de amplificacdo foi realizada num volume total de 25 pl por

amostra, preparado de acordo com o protocolo descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Protocolo utilizado para realizagdo da técnica PCR.

Solugdo Volume/tubo

HO 16,5 ul

Tampao Taq Buffer 2,5 pl
MgCl. 3 pl

dNTPs 0,5 pl

Primer JP 0,5 pl

Primer GR 0,5 pl

Taq Polymerase 0,1 pl

DNA genémico 1,5 pl

A amplificagdo resultou em dois fragmentos amplificados, um com 419 pb

relativo ao alelo longo (L) e outro com 375 pb relativo ao alelo curto (S).

Numa primeira fase, foram apenas distinguidos os genotipos LL, LS e SS
através de uma eletroforese em gel de agarose a 2%, com brometo de etideo
(concentragdo final 0,5 pg/ml), em tampdo TBE 0,5x e visualizado a luz ultravioleta
(Apéndice 3)
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Na segunda fase, os mesmos produtos PCR foram digeridos com a enzima de
restricdo Mspl para identificagdo do gendtipo do polimorfismo rs25531 a/g sendo
identificada, simultaneamente, a fase haplotipica SHTTLPR/rs25531 para cada
individuo de acordo com Bonvicini et al. (2010). A digestdo foi feita a 37°C durante a
noite (cerca de 16 horas) e os produtos da digestdo foram analisados por eletroforese em
gel horizontal de poliacrilamida a 6% em tampdes 0,375 M Tris/HCI pH 8,8 (tampé&o do
gel) e 0,125 M Tris/Glicina pH 8,8 (tamp&o das pontes), em placa de arrefecimento,
com uma voltagem de 100 V durante cerca de 3 horas. A coloracdo das bandas de DNA

foi efetuada recorrendo a nitrato de prata (Apéndice 4).

A digestdo enzimatica conduziu a formacdo de 4 fragmentos com diferentes

tamanhos (Tabela 3).

Tabela 3 — Fragmentos obtidos apés digestdo dos produtos da rea¢do de PCR com a enzima Mspl.

La 325 + 62 + 33 pb
Lg 174 + 150 + 62 + 33 pb
Sa 281 + 62 + 33 pb

Sg 150 + 131 + 62 + 33 pb

2.2.2.1 Definicéo dos grupos de gen6tipos para analise estatistica

A divisdo da amostra em trés grupos de geno6tipos 5-HTTLPR com as variantes
alélicas a e g do SNP rs25531 foi feita de acordo com o estudo de Hu e colaboradores
(2005), que concluiram que apenas o hapl6tipo La se comporta como alelo longo de
eficicia transcricional elevada, sendo que as restantes variantes haplotipicas — Lg; Sa; e

Sg — se comportam como alelos curtos de eficacia transcricional reduzida (Tabela 4).

i. S1S1 - Todos os que tém somente alelos com eficacia transcricional reduzida.
Inclui individuos cujo genoma tem alelos S (Sa e Sg) ou alelos Lg, combinados
da seguinte forma: SaSa; SaSg; LglLg; e LgSa.

ii. L1S1 — Todos os que apresentam alelos com eficécia transcricional reduzida e
alelos com eficécia transcricional elevada. Inclui individuos cujo genoma tem
alelos S (Sa e Sg) e alelos L (La e Lg), combinados da seguinte forma: LaSa;
LalLg; e LaSg.
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iii. L1L1 - Todos os que tém somente alelos com eficécia transcricional elevada.

Inclui apenas individuos homozigdticos LalLa.

Tabela 4 — Critérios de divisdo dos grupos de genétipos para analise estatistica.

Grupo 5-HTTLPR/rs25531 Eficacia Transcricional
L1L1 LalLa LL
Lalg LS
L1S1 LaSg LS
LaSa LS
SaSa SS
SaSg SS
S1S1 LgLg SS
LgSa SS
LgSg ss

Todos os procedimentos laboratoriais descritos neste trabalho decorreram no
laboratdrio de genética do Centro de Investigacdo em Antropologia e Saude (CIAS) da

Universidade de Coimbra.

2.3Métodos analiticos

Os dados relativos ao gen6tipo e ao ambiente psicossocial, estimados a partir das
respostas aos questionarios CERQ, MHC-SF, CTQ e EADS-21,foram introduzidos
numa base do programa informéatico IBM SPSS 23 (Chicago, IL) onde foram realizados
os calculos das frequéncias alélicas e genotipicas observadas na amostra e testadas as
hipdteses sobre as possiveis interacdes estatisticas entre o gendtipo e os indicadores de

adversidade do ambiente psicossocial.

2.3.1 Teste do Equilibrio Hardy-Weinberg

Para verificar se as frequéncias dos gendtipos se encontravam no equilibrio de
Hardy-Weinberg recorreu-se ao Teste do Qui-Quadrado implementado no programa de
andlise estatistica Arlequim (Excoffier et al., 2005) disponivel online no endereco
http://cmpg.unibe.ch/software/arlequin3/. Considerou-se uma probabilidade de erro de
tipo I (o) de 0,05.
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2.3.2 Calculo da distancia genética entre populac6es

A distribuicdo das frequéncias genotipicas observada na amostra de sujeitos com
nacionalidade Portuguesa foi comparada com a de outras 10 populacGes da Europa,
Africa e Asia Oriental previamente publicadas. Esta comparacdo foi efetuada com
recurso ao célculo da distancia genética através da estatistica Fst implementada no
programa Arlequim (Excoffier et al., 2005). Esta estatistica comparou as populacdes
duas a duas através da formula matematica:

(Vp)
Fst= ———
p(1-p)
Onde p e Vp correspondem, respetivamente, & média e & variancia das frequéncias

génicas entre as duas populacdes.

Foram utilizadas as regras qualitativas de Wright (1951) para interpretar os
valores de Fst (Tabela 5).

Tabela 5 — Regras qualitativas sugeridas por Sewall Wright (1951) para interpretacdo dos valores de Fsr
(adaptado de Jobling et al., 2014).

Valor de Fst Nivel de diferenciacéo
Menor do que 0,05 Pequeno
Entre 0,05e 0,15 Moderado
Entre 0,15e 0,25 Elevado
Maior do que 0,25 Muito Elevado

As semelhancas/dissemelhancas entre as 11 populagdes foram analisadas com a
técnica de Escalonamento Multidimensional Replicado (EMR), com o auxilio do
programa informatico IBM SPSS 23. Esta técnica exploratoria multivariada permitiu
representar de forma parcimoniosa, num sistema multidimensional reduzido, as

semelhancas entre as populacdes e 0 seu posicionamento num mapa percetual.

2.3.3 Modelos Lineares Generalizados

Para verificar a existéncia de eventuais interacdes estatisticas entre o genotipo e

os indicadores de adversidade do ambiente psicossocial foi utilizada a analise Modelos
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Lineares Generalizados (MLG) implementado no programa informético IBM SPSS 23.
Os MLG tém como objetivo testar um modelo em que um conjunto de variaveis
independentes e de fatores surge como preditor de uma variavel dependente, que pode
assumir varios tipos de distribuicdo. Em relacdo a forma como explicam o
comportamento da varidvel dependente, os fatores envolvidos no modelo podem ser
testados individualmente ou atraves de interagdes. (Tabela 6). A variavel dependente em
estudo assume uma distribuicdo de probabilidade do tipo Poisson e a funcdo de ligagéo
é do tipo Log. A significancia do modelo foi avaliada com a estatistica do teste de qui-
quadrado de Wald.

Tabela 6 — Resumo da classificagdo das variaveis continuas e categoricas incluidas no modelo de analise
estatistica MLG.

Tipo de . Classificacéo da variavel
. Descrigéo
indicador no MLG
. Gradiente de niveis de ansiedade, 5
EADS-21 Fenotipico 3 Dependente  Continua
depresséo e stress
Preditor Indice de bem-estar emocional, B .
MHC . . . Co-variavel Continua
ambiental psicoldgico e social
Preditor Indice de abusos e negligéncia na B .
CTQ . . ) Co-variavel Continua
ambiental infancia

Indicador de estratégias coping

CERQ + Cognitivo . Co-variavel Continua
positivas
. Indicador de estratégias coping B i
CERQ - Cognitivo . Co-variadvel Continua
negativas

A depresséo dos pais funciona como

Depressdao  Biologico e marcador genético familiar e traduz-se .

) . . . ) Fator Categorico
dos pais ambiental em alteragGes no meio de crescimento
do individuo

. Preditor Indica a funcionalidade do .

Genotipo o ) Fator Categorico
bioldgico transportador de serotonina

Sexo Biol4gico - Fator Categorico

2.3.4 Instrumentos de medida

Os instrumentos aqui utilizados permitiram estudar em que medida determinadas

caracteristicas individuais e ambientais atuam como fatores de vulnerabilidade ou tragos

28



que tornem os individuos mais suscetiveis a apresentar sintomas de distdrbios
emocionais como a depressdo e ansiedade. Através do autorrelato de memorias,
emogdes, pensamentos e comportamentos num determinado contexto, foi permitido
avaliar a relacdo entre a forma como um estimulo externo é processado e alguns
marcadores bioldgicos como o gendtipo e 0 sexo. Seguindo a l6gica do modelo G x A, é
permitido perceber de que forma todo este conjunto de fatores atua para moldar aquilo a
que chamaremos de perfil fenotipico, medido através de niveis de ansiedade, depresséo
e stress. Na tabela que se segue, encontra-se quais 0s instrumentos de medida usados, 0s
principais pardmetros medidos por cada um, e 0s autores originalmente responsaveis

pela construgdo dos mesmos.

Tabela 7 — Sumario descritivo os instrumentos de medida utilizados.

Instrumento Parametros medidos Autores
CERQ
Cognitive Emotional Regulation Tipo de estratégicas de regulagéo Garnefski & Kraaij,
Questionnaire emocional 2001
EADS-21
Escalas de Ansiedade, Depresséo e Niveis de ansiedade, depressio e stress Pais-Ribeiro et al.,

Stress 2004
CTQ

Niveis de abuso e negligéncia

Childhood Trauma Questionnaire psicologica e fisica

Bernstein et al., 2003

MHC-SF i
Mental Health Continuum - Short  Indices de bem-estar emocional,
P - Keyes et al., 2008.
Form psicoldgico e social
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2.3.4.1 CERQ - Cognitive Emotion Regulation Questionnaire
Traducdo e adaptacdo: Cherpe, S; Matos, A. P.; Serra, A. R. 2009.

Este questionario € utilizado como instrumento de medida de diferentes tipos de

estratégias coping cognitivas comummente adotadas pelos individuos depois de

experiéncias de vida negativas e situacfes desagradaveis que caracterizam o perfil

cognitivo dos individuos. E composto por 36 itens em que a resposta pode variar numa

escala entre 1 - ‘(quase) Nunca’ ¢ 5 - ‘(quase) Sempre’ (Garnefski et al., 2001). Estes 36

itens subdividem-se em 9 subescalas distintas de 4 itens cada:
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a)

b)

d)

f)

9)

Autocritica - Refere-se a pensamentos de auto culpabilizacdo pela experiéncia
vivida. A grande maioria dos estudos relaciona positivamente este parametro
com a depressao;

Aceitacdo — Refere-se a pensamentos de aceitacdo e resignacdo em relagcéo ao
que aconteceu. Este parametro esta de alguma forma negativamente relacionado
com o0s niveis de ansiedade e positivamente relacionado com a autoestima e
otimismo.

Ruminagéo — Refere-se ao foco dado aos pensamentos e sentimentos associados
a situacdo negativa vivida. A ruminacdo tende a estar associada a niveis
elevados de depressao.

Reorganizacdo positiva — Refere-se a pensamentos positivos e agradaveis ao
invés da reflexdo no evento em si. O foco em pensamentos positivos pode ser
considerado uma forma de libertagdo mental e de afastamento da experiéncia
negativa. Apesar de (til a priori, pode a longo prazo ser uma estratégia coping
impeditiva.

Replaneamento — Refere-se a pensamentos sobre como lidar com a situacdo
negativa e o que fazer depois disso. Esta negativamente associado aos niveis de
ansiedade e positivamente relacionado com a autoestima e o otimismo.
Reavaliagdo positiva — Refere-se a pensamentos que atribuem um significado
positivo a experiéncia em termos de crescimento pessoal. Esta positivamente
relacionado com a autoestima e otimismo e negativamente relacionado com os
niveis de ansiedade.

Represpetivar — Refere-se aos pensamentos de atenuar a gravidade da situacéo,

comparando-a com outros acontecimentos relativamente mais desagradaveis.



h) Catastrofizacdo — Refere-se a pensamentos recorrentes que enfatizam a parte
negativa do evento ocorrido. Este parametro parece estar relacionado com
inaptidéo e sofrimento emocional.

i) Culpa no outro — Refere-se a pensamentos de responsabilizacdo de outros pela
situacdo vivida. Culpar outrem pelo que acontece esta associado a estados

emocionais mais suscetiveis.

2.3.4.2 EADS-21 — Escalas de Ansiedade Depressao e Stress
Pais-Ribeiro, J. L.; Honrado, A.; Leal, 1. 2004.

Este questionario foi desenvolvido com o objetivo de gerar pardmetros de
medida de perturbacdes afetivas no geral. E composto por 21 itens que representam
sintomas emocionais negativos e pode dividir-se em 3 subescalas: Depressao,
Ansiedade e Stress. As respostas podem variar numa escala de 0 a 3, consoante a
frequéncia com que o individuo experimentou o que é descrito em cada tépico, durante
a semana anterior a data de resposta do questionario. Os 21 itens dividem-se em trés

escalas distintas:

a) Depresséo. Inclui parametros de disforia; desanimo; desvalorizagéo da vida;
auto depreciacdo; falta de interesse e envolvimento; anodinia; e inércia.

b) Ansiedade. Inclui parametros de excitacdo do sistema autdbnomo; efeitos dos
musculos esqueléticos; ansiedade situacional; e experiéncias subjetivas de
ansiedade.

c) Stress. Inclui parametros de dificuldade em relaxar; excitacdo nervosa;
facilidade em ficar agitado/ chateado; irritabilidade/ reacdo exagerada; e

impaciéncia.

2.3.4.3 CTQ Childhood Trauma Questionnaire
Traducdo e adaptagdo: Cherpe, S.; Matos, A. P.; Pereira A. R. 2010.

Este instrumento de medida tem como principal objetivo apurar em retrospetiva
se o individuo podera ter sofrido maus-tratos durante a infancia e adolescéncia,
remetendo para memorias pessoais. A resposta pode variar numa escala de 0 — ‘Nunca
verdadeiro’ a 4 — ‘Muito frequentemente verdadeiro’ e divide-se em 5 categorias:
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b)

d)

Abuso emocional — Se houve algum tipo de agressdo verbal ao bem-estar ou
qualquer tipo de situacdo humilhante para a crianga por parte de um adulto ou
idoso.

Abuso fisico — Se houve algum tipo de agressdo corporal por parte do um adulto
ou idoso que possa ter resultado em algum tipo de lesdo ou tenha pelo menos
representado risco de lesé&o.

Abuso sexual — Se houve algum tipo de contacto ou conduta de cariz sexual
entre um adulto ou idoso e uma crianca com menos de 18 anos de idade.
Negligéncia fisica - Quando de alguma forma a seguranca da crianca foi posta
em causa atraves de comportamentos de desleixo, ma supervisdo e falta de
cuidados parentais em prover as necessidades fisicas bésicas, como comida,
abrigo, roupa, seguranca e cuidados de saude.

Negligéncia emocional — Quando de alguma forma os tutores da crianca
fracassaram em atender as necessidades bésicas psicologicas e emocionais,

como amor, pertenca, sustentago e apoio.

2.3.4.4 MHC - Mental Health Coninuum-Short Form
Traducdo e adaptagdo: Cunha, M. Cherpe, S.; Keyes, C. L. M. 2014.

Este instrumento de medida tem como principal objetivo avaliar o bem-estar

mental e psicoldgico dos individuos. E composto por 14 itens em que a resposta pode

variar de 0 — “‘Nunca’ a 5 — “Todos os dias’, de acordo com a forma como o individuo se

tem sentido no més anterior a data de resposta. Esta dividido em trés partes distintas:
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a)

b)

Bem-estar emocional- Avalia a satisfacdo com a vida no geral, a felicidade e o
entusiamo pessoais. Representa em parte, a preocupacdo individual em
maximizar a quantidade e duracdo dos pensamentos positivos e agradaveis em
relacdo aos negativos e desagradaveis. Tendo em conta que a felicidade se
baseia em reflexos espontaneos sobre uma experiéncia momentanea, esta
subescala de bem-estar emocional pode ser uma medida de avaliagdo a longo-
prazo.

Bem-estar psicologico -Representa uma escala da autoestima global, avaliando
parametros como a tendéncia para envolvimento em pensamentos complexos;

expressdo de opinido; reflexdo sobre metas e desafios; e autonomia. Esta



subescala estima o quéo o individuo se esforca por estar em pleno com 0s seus
talentos; relagdes com os outros; e objetivos de vida.

Bem-estar social- Avalia a integracdo e participacdo do individuo na sociedade
sob vérias formas, como o envolvimento politico; participacdo em grupos
ativistas; trabalho de voluntariado como forma de contribuicdo social; e
compromissos civicos. Reflete as preocupagdes com o desenvolvimento de
habilidades e capacidades pessoais que permitam ao individuo tornar-se um

melhor cidadao.
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2.3.5 Introducdo ao modelo G x A

A escala de Ansiedade, Depressao e Stress (EADS-21) foi usada como variavel
dependente e computada sob a forma de um valor Gnico de pontuacdo total (soma de
todos os pontos obtidos em cada um dos 21 itens) para cada individuo (maximo 63
pontos, minimo 0 pontos) A escala assume que as perturbacbes psicologicas e
emocionais ndo se reduzem a categorias, mas adequam-se mais a dimensdes. Por este
motivo, as diferencas entre os individuos serdo essencialmente no grau e intensidade
com que experimentam algum sintoma emocional negativo. Apesar de ter sido
desenvolvida com o objetivo de separar categoricamente 0s constructos ansiedade,
depressdo e stress, a escala serd usada neste modelo como um indicador geral de
variacdes emocionais negativas. Ndo faz parte dos objetivos deste trabalho avaliar
nenhum tipo de distdrbio em particular, nem tdo pouco fazer um diagndstico clinico da
populagdo em estudo. Ainda que possa haver alguma distingdo entre estas trés
sindromes, ansiedade, depressdo e stress estdo em continuidade, na medida em que se
apresentam semelhantes e interligadas na sintomatologia. Para além disto, apenas
metade das pessoas com um distdrbio particular apresentam sintomas exclusivos e
especificos desse disturbio (Lovibond & Lovibond 1995). Deste modo, a escala
representa neste contexto, um gradiente de fendtipos possiveis, em que pontua¢es mais
elevadas estdo associadas a niveis maiores de perturbacdo psicoldgica. Este gradiente
fenotipico varia com alteracdes intrinsecas e extrinsecas ao individuo, tais como o
gendtipo e fatores ambientais externos. E a interligacdo diferencial de todos estes
fatores que combinados entre si resultam em diversos perfis fenotipicos de maior ou

menor suscetibilidade a perturbacdes psicoldgicas.

2.3.5.1 Modelo EADS-21, maus tratos, bem-estar, depressdo dos pais e
genotipo 5-HTTLPRrs/25531

Neste modelo teérico, o sexo (feminino e masculino) e o genétipo dos
individuos, aqui dividido em trés grupos funcionais de acordo com a eficacia
transcricional do gene SLC6A4, foram utilizados como marcadores bioldgicos. No
primeiro grupo foram incluidos os individuos que apresentam o genotipo de maior
eficacia transcricional - L1L1. No segundo grupo, aqueles que apresentam genétipos

intermédios, em que apenas um dos alelos apresenta eficacia transcricional elevada —
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L1S1. E no terceiro grupo foram incluidos os individuos cujo genotipo apresenta
eficacia transcricional reduzida — S1S1. Os fatores ambientais externos incluidos na
andlise foram divididos em duas categorias: 0s que se relacionam com 0 meio em que 0
individuo cresceu e se desenvolveu (indice de maus tratos na infancia - CTQ) e os que
traduzem o bem-estar pessoal na relacdo com os outros e a sociedade (indice de bem-
estar — MHC-SF). O indice de maus tratos foi computado sob a forma de um valor Gnico
de pontuagdo total (soma de todos os pontos obtidos em cada um dos 28 itens; maximo
112 pontos e minimo 0 pontos) apds serem aplicadas as devidas inversdes para 0s itens
que confirmam a validade da escala. O indice de bem-estar foi computado sob a forma
de um valor Unica de pontuacéo total (soma de todos os ponto obtidos em cada uma dos
14 itens; méaximo 70 pontos e minimo O pontos). Na figura que se segue, estdo
representados esquematicamente os fatores preditores que foram incluidos na analise e

que se prevé que possam alterar a medida fenotipica em estudo.

Perturbagdo
Maus fratos na psicologica do pai A B c
B fincia AMBIENTE
FAMILIAR
. Pel"tu_rba(;z’io X A B C
psicologica da mae
FENOTIPO
Depressao
Ansiedade .
LiL1 Stress \ Emocional
GENOTIPO ¢
L1S1 5-HTTLPR BEM-ESTAR Psicolégico
rs25531
S1S1 Social

Figura 3 — Representacdo esquematica do conjunto de fatores que podem influenciar o fendtipo medido
pelas escalas de Ansiedade, Depressdo e Stress: i) genotipo 5-HTTLPR/rs25531 - L1L1, L1S1 e S1S1
(diferentes grupos consoante a funcionalidade); ii) bem-estar emocional, psicologico e social e iii)
ambiente familiar que engloba a presenca ou ndo de perturbagdes psicologicas do pai e da méde e maus
tratos infantis. As letras A, B e C estdo representadas nos fatores testados em interacdo: Depressdo do
pai* Depressdo da mde (A), Depressdo do pai* Depressdo da mae* Maus tratos na infancia (B) e

Depressao do pai* Depressdo da mae* Bem-estar emocional, psicoldgico e social.
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2.3.5.2 Modelo EADS-21, estratégias coping cognitivas, depressdo da mée e
genoétipo 5-HTTLPRrs/25531

Outro dos aspetos importantes sobre a forma como nos apresentamos mais ou
menos suscetiveis a determinadas perturbagdes psicologicas, € 0 modo como regulamos
as emoc0Oes na adaptacdo a situagdes e eventos de vida negativos. Apesar da dificuldade
em aceder rigorosamente a todos 0s mecanismos envolvidos neste sistema, existem
alguns fatores que podem ser avaliados, que medem a autorregulacdo consciente das
componentes cognitivas de todos este processo emocional. Desta forma, o instrumento —
CERQ — mede estratégias coping cognitivas, que traduzem os esforcos individuais para
lidar e controlar com desafios e situacfes de ameaca, quando estas excedem as
exigéncias normais de recursos do individuo (Garnefski et al., 2001). A classificacdo do
tipo de estratégias coping ndo é dicotdbmica nem tdo pouco linear. Contudo, em termos
gerais, podemos agrupa-las em dois grandes grupos: estratégias positivas e estratégias
negativas. Globalmente, as estratégias coping negativas — autocritica, ruminacao e
catastrofizacdo - estdo mais comummente associadas a inaptiddo e sofrimento
emocional e sdo caracteristicas de individuos tendencialmente ansiosos e deprimidos.
Ao contréario, as estratégias coping positivas — aceitacdo, reorganizacao positiva,
replaneamento, reavaliagdo positiva, pOr noutra perspetiva e culpa no outro -
relacionam-se positivamente com o0 bem-estar emocional, otimismo e autoestima
(Garnefski & Kraaij, 2006).

No modelo de interacdo G x A pode prever-se que individuos cujo genétipo esta
associado a maior vulnerabilidade a distarbios psicopatoldgicos, adotem sistematica e
frequentemente estratégias coping negativas para lidar com acontecimentos de vida
stressantes, quando comparados com outros individuos. Deste modo, € expectavel que
as estratégias coping tenham influéncia sobre a resposta as escalas EADS-21 e que
interajam com outros fatores de forma a modular o fenotipo dos individuos.

Estas medidas correspondem a dois indices diferentes (positivas e negativas), em
que valores mais elevados representam os individuos que recorrem mais frequentemente
a cada um dos dois tipos de estratégias. Os indices CERQ positivos e negativos
correspondem a média da soma dos itens de cada uma das categorias: autocritica,
ruminacdo e catastrofizacdo para as medidas negativas e aceitacdo, reorganizacao
positiva, replaneamento, reavaliacdo positiva, represpetivar e culpa no outro para as

medidas positivas.
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Como no modelo anterior, o sexo (feminino e masculino) e o gen6tipo dos
individuos, aqui dividido em trés grupos funcionais de acordo com a eficicia
transcricional do gene SLC6A4, foram utilizados como marcadores bioldgicos. No
primeiro grupo foram incluidos os individuos que apresentam o genotipo de maior
eficacia transcricional - L1L1. No segundo grupo, aqueles que apresentam genotipos
intermédios, em que apenas um dos alelos apresenta eficacia transcricional elevada —
L1S1. E no terceiro grupo foram incluidos os individuos cujo genotipo apresenta
eficacia transcricional reduzida — S1S1. Neste segundo modelo, a variavel depressdo da
méde foi eleita para representar o ambiente familiar. Apesar de ambos os pais
contribuirem para as condigdes e qualidade do meio onde os individuos se
desenvolvem, existem na literatura algumas evidéncias de que a depressdo da mée tem
um peso aumentado como fator de vulnerabilidade para a depressdo dos filhos
(Goodman & Gotilib, 1999; Elgar et al., 2004). Mesmo durante a gravidez, quando a
mde apresenta sintomas depressivos, podem dar-se alteracfes epigenéticas no filho que

alteraram mais tarde, em crianca, a reatividade ao stress (Oberlander et al., 2008).

Na figura que se segue, estdo representados esquematicamente os fatores
preditores que foram incluidos na andlise deste segundo modelo que se prevé que

possam alterar a medida fenotipica em estudo.
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Perturbagdes AMBIENTE

psicologicas da Mie FAMILIAR

FENOTIPO

Depressao
Ansiedade

Stress \

L1L1 /

GENOTIPO
L1S1 5-HTTLPR
rs25531

Figura 4 — Representacdo esquematica do conjunto de fatores que podem influenciar o fenétipo medido
pelas Escalas de Depressdo, Ansiedade e Stress: i) genétipo 5-HTTLPR/rs25531 - L1L1, L1S1 e S1S1

(diferentes grupos consoante a funcionalidade); ii) estratégias coping cognitivas positivas e negativas e

]\ Positivas \
] Negativas J (o]

S181

iii) ambiente familiar que engloba a presenca ou ndo de perturbagdes psicoldgicas da mée. As letras A, B
e C estdo representadas nos fatores testados em interacdo: Genotipo* Estratégia positivas (A), Gendtipo *
estratégias negativas (B), Depressdo da mae* Estratégias positivas (C) e Depressdo da méae* Estratégias

negativas.
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3.1 Descricdo das frequéncias alélicas e genotipicas no locus SLC6A4
definidas pelos polimorfismos 5-HTTLPR e rs25531 numa amostra de

jovens adultos de nacionalidade Portuguesa
3.1.1AlelosLeS

Para obter a frequéncia de genotipos 5-HTTLPR, foram usadas amostras de 320
individuos (Tabela 8). A figura x mostra uma imagem do gel de agarose onde se podem

distinguir os 3 genotipos observados na amostra estudada.

Tabela 8 — Frequéncias genotipicas do polimorfismo 5-HTTLPR.

5-HTTLPR Frequéncia %
LL 101 31,6
LS 149 46,6
SS 70 21,9
Total 320 100

As frequéncias de geno6tipos 5-HTTLPR obtidas para a populacdo portuguesa em
estudo sdo semelhantes as obtidas para outros estudos de populac@es caucasianas, com a
frequéncia de homozigéticos L a variar entre 26 e 35 %; homozig6ticos S entre 18 e
26%; e heterozigdticos entre 48 a 53% (Haberstick et al., 2015).
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419 pb
375 pb

LL SS LS

Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose (2%) mostrando os 3 diferentes genétipos (LL; SS; e LS)
relativos ao polimorfismo 5-HTTLPR localizado na regido promotora do gene transportador de serotonina
SLC6A4. L corresponde ao alelo longo com 419 pb; e S corresponde ao alelo curto com 375 pb. A seta

representada do lado direito da figura indica o sentido da corrente elétrica na eletroforese.

3.1.2 Alelosaeg

A genotipagem no local de segregacdo rs25531 foi efetuada apenas no grupo de
206 individuos da amostra total que forneceram informacdo sobre o fenétipo. Os
produtos PCR foram digeridos com a enzima de restricdo Mspl para identificacdo dos
fragmentos a/g do gendtipo do polimorfismo rs25531. Foram obtidas as frequéncias

para estes dois alelos, que se encontram na Tabela 9.

Tabela 9 — Frequéncias genotipicas do SNP rs25531.

Alelosaeg Frequéncia %
aa 185 89,5

ag/ga 20 9,7

a9 1 0,5
Total 206 100

43



De acordo com Haberstick et al. (2015) a variante g do SNP rs25531 ¢
observado com muito menor frequéncia do que a variante a, sendo menos comum em

caucasianos, hispanicos e nativo-americanos, que em asiaticos e africanos.

3.1.3 Haplétipo 5-HTTLPR/rs25531

A digestdo resulta num haplétipo para cada individuo em que s&o representados
simultaneamente os alelos do polimorfismo 5SHTTLPR e do rs25531 (Figura 6).

y

+

Figura 6 — Eletroforese em gel horizontal de poliacrilamida (6%) mostrando 6 dos 8 haplétipos obtidos
pela digestdo da enzima Mspl relativos aos polimorfismos 5-HTTLPR e rs25531 do gene transportador de
serotonina SLC6A4. (1) LaSa; (2) Lala; (3) SaSa; (4) LaLg; (5) LgSa; (6) LgLg. A banda ndo numerada
é uma amostra nao digerida. Do lado esquerdo da figura, MPM representa 0 marcador de peso molecular
usado na eletroforese. A seta do lado direito da figura indica o sentido da corrente elétrica na eletroforese.

Foram obtidas as frequéncias para 8 haplétipos diferentes, que se encontram na
Tabela 10.
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Tabela 10 — Frequéncias dos hapl6tipos 5-HTTLPR/rs25531.

Haplétipo Frequéncia %
LalLa 51 24,8
LaSa 83 40,3
LalLg 9 44
LaSg 1 0,5
SaSa 50 24,3
SaSg 1 0,5
LglLg 1 0,5
LgSa 10 4,9
Total 206 100

Pelos critérios de divisdo da amostra em grupos de gendtipos funcionais com as

variantes alélicas S e L do 5-HTTLPR e a e g do SNP rs25531 foram calculadas as
frequéncias de L1L1 (individuos LalLa), L1S1 (individuos LaSa, LaLg e LaSg) e S1S1
(individuos SaSa, SaSg, LgLg e LgSa). No que respeita a funcionalidade genotipica, o

grupo L1L1 é o que tem eficacia transcricional mais elevada, seguido do grupo L1S1,

de eficacia transcricional intermédia e S1S1, de efic4cia transcricional mais reduzida.

As frequéncias destes grupos encontram-se na tabela 11.

Tabela 11 — Frequéncia de genétipos 5-HTTLPR/rs25531 por grupos funcionais para de acordo com Hu

et al., 2005.
Genotipo 5-HTTLPR/rs25531 Frequéncia %
LiL1 51 25
L1s1 93 45
S1S1 62 20

Para a populacdo portuguesa, foram obtidos apenas 8 haplétipos, dos 10

haplotipos possiveis pela combinagdo dos dois polimorfismos do locus em estudo, nao

tendo sido observados os haplotipos SgSg e LgSg. A observacédo do alelo g é pouco

frequente e torna-se ainda menos comum, quando associado a variante S do 5-HTTLPR
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(Wendland et al., 2006). Pela tabela, podemos constatar que a combinacdo dos alelos g

e S foi observada apenas duas vezes, numa amostra de 206 individuos.

3.1.4 Equilibrio Hardy-Weinberg

As frequéncias dos genotipos definidos pelos dois locais de segregacdo, 5-
HTTLPR e rs25531 (Tabelas 12a e 12b), encontram-se no equilibrio de Hardy-
Weinberg (p> 0,05), sugerindo que 0s sujeitos que constituem a amostra pertencem a

mesma populacdo mendeliana.

Tabela 12a — Frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo 5-HTTLPR.

LL LS SS
Observados 101 149 70
Esperados 96,25 158,5 65,25 p =0,2837
o . L 351 (54,84%)
Frequéncias alélicas
S 289 (45,16%)

Tabela 12b — Frequéncias genotipicas e alélicas para o polimorfismo rs25531.

aa ag/ga gg
Observados 185 20 1
Esperados 184,58 20,83 0,59 p = 0,5695
) ) a 390 (94,66%)
Frequéncias alélicas
g 22 (5,34%)

3.2. Comparacdo das frequéncias alélicas registadas na populacéo
portuguesa com as que foram observadas noutras populacbes dos

continentes Europeu, Asiatico e Africano

Devido ao numero ainda reduzido de estudos populacionais que incluam as
variantes s e g do SNP rs25531, ndo se procedeu a comparagdo entre populacdes ao
nivel das frequéncias alélicas e genotipicas deste polimorfismo. As frequéncias dos
alelos L e S observadas na amostra da populagdo portuguesa sdo semelhantes as de
outras populacgdes estudadas previamente por varios autores (Tabela 13).Porém, diferem
claramente das observadas em populacdes da Asia Oriental, nomeadamente, China,

Coreia e Japao (Tabela 14).
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Tabela 13 — Frequéncias alélicas para o polimorfismo 5-HTTLPR de outras popula¢des caucasianas.

Autores Origem geografica N % Alelo S % Alelo L
Bellivieret al., 1998 Franca 99 41 59
Brummett et al.,2008 Carolina do Norte, EUA 203 46 54
Caspi et al.,2003 Nova Zelandia 1037 43 57
Gelernter et al.,1997 Connecticut, EUA 104 40 60
Gutiérrez et al., 19982 Espanha? 83 57 43
Huetal.,2006 Finlandia 771 40 60
Jacobs et al.,2006 Bélgica 356 45 55
Lang et al., 20042  Alemanhat 228 60 40
Nakamura et al., 2000 Europa central (CEPH*) 76 45 55
Nonnis et al., 20082  Itlia® 150 43 57
Noskova et al., 2008 Cro4cial 665 62 38
Szekely et al., 2004% Hungria 151 58 42
Willeit et al., 20032 Austria® 146 57 42
Noskova et al., 2008 RUssia® 498 44 56

*CEPH — Centre d’Etude du Polymorphisme Humain. E um centro internacional de investigacéo (Paris, Franca), onde foi criado o
primeiro mapa genético humano com DNA de familias europeias de referéncia.
! Subpopulagdes incluidas na analise de distancia genética pela estatistica Fsr.

2 in Noskova et al., 2008.

Tabela 14 — Frequéncias alélicas para o polimorfismo 5-HTTLPR de populag@es dos continentes Asiatico

e Africano.
Autores Origem geogréfica N % Alelo S % Alelo L
Lietal., 20072 China? 103 72 28
Kim et al., 2000 Coreial 252 75 25
Katsuragi et al., 19992 Japao! 101 81 19
Haberstick et al., 2015  Africa 621 26 74

1 Subpopulagdes incluidas na analise de distancia genética pela estatistica Fsr.
2in Noskova et al., 2008.

Os valores de distancia genética estimados pela estatistica Fst entre as
popula¢bes comparadas variaram entre 0 e 0,42484. O nivel médio de diferenciacdo
genética na populacdo total, estimada com base em analises genomewide, € cerca de
0,05, considerado baixo de acordo com a interpretacdo sugerida por Wright (1951). No
caso da regido genomica estudada (Tabela 15), foram encontrados valores muito
semelhantes entre as popula¢bes da Europa. Porém, a amostra Africana apresenta um
nivel elevado de diferenciacdo relativamente aos grupos populacionais Europeus, e
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muito elevado relativamente aos grupos populacionais da China, Coreia e Japdo. O

mesmo se verificou entre 0s grupos populacionais Europeus e Asiaticos (Figura 7).

Tabela 15 — Valores de distancia genética estimados pela estatistica Fst em 11 populacBes de trés

continentes: Europa, Asia e Africa. A populacio portuguesa apresenta valores baixos (a preto) de

diferenciagio genética relativamente as populacdes da Russia, Austria, Espanha, Alemanha, Croécia e

Itdlia (Fst< 0,05), valores elevados (a vermelho) de diferenciagdo genética relativamente a Coreia e ao

Japdo (0,15 <Fsr<0,25) e valores moderados (a castanho) de diferenciacdo genética relativamente as

populacdes de Africa e da China.

Portugal Croacia Rassia Alemanha Austria Espanha  Italia China  Coreia Japdo  Africa

Portugal  0.00000

Croacia 0.00930 0.00000

Russia -0.00113 0.00714  0.00000
Alemanha 0.00282 -0.00035 0.00154  0.00000

Austria -0.00138 0.00268 -0.00178 -0.00157  0.00000

Espanha -0.00265 0.00132 -0.00306 -0.00291 -0.00475 0.00000

Italia 0.02680 0.07083 0.03138  0.05357  0.03807 0.03704 0.00000

China 0.12813 0.19608 0.13474  0.17535  0.15300 0.15581 0.04033 0.00000

Coreia 0.16401 023171 0.16897  0.21603  0.19444 0.19913 0.06543 -0.00116 0.00000

Japdo 0.21627 0.28597 0.22064  0.27242  0.25303 0.26444 0.11187 0.01655 0.00616 0.00000

Africa 0.06779 0.02507 0.06055 0.03757 0.05287 0.05234 0.17685 0.33132 0.36539 0.42484 0.00000
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Figura 7 — Representagdo grafica multidimensional da proximidade (distincia e semelhanca /
dissemelhanca) entre 11 populacdes (designadas pelo nome do pais a que pertencem) de trés continentes
diferentes com base nas frequéncias alélicas do polimorfismo 5-HTTLPR e nos valores de distancia
genética correspondentes estimados pela estatistica Fsr. O eixo vertical representa os valores de distancia

genética e o eixo horizontal representa os valores de diferenga genética.
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3.3 Os polimorfismos 5-HTTLPR e rs25531 do gene SLC6A4 e 0 risco
individual para niveis elevados de ansiedade, depressdo e stress em

ambientes psicossociais particulares

3.3.1 Modelo EADS-21, maus tratos (CTQ), bem-estar (MHC), depressao
dos pais e gendtipo 5-HTTLPRrs/25531

Para a analise do fenétipo foi usada uma populacdo de 162 individuos da
amostra total, 110 do sexo feminino e 52 do sexo masculino, distribuidos pelos trés
grupos de genotipos L1L1, L1S1 e S1S1 (Tabela 16).

Tabela 16 — Frequéncias absolutas da populacéo analisada para o fenotipo por sexo e grupo de gendétipo.

Gendtipo 5-HTTLPR/rs25531

Sexo L1L1 L1S1 S1S1 Total
Feminino 26 50 34 110
Masculino 15 24 13 52

Total 41 74 47 162

Como ja referido acima, a depressao dos pais esta dividida em depressao do pai
e depressdo da mae, e as frequéncias para estas duas variaveis sdo apresentadas na
Tabela 17.

Tabela 17 — Frequéncias absolutas e relativas das variaveis depressdo do pai e depressdo da mae para a
populacdo estudada.

Depresséo do pai Depressdo da mae
Sim 18 (11%) 44 (27%)
Néo 103 (64%) 84 (52%)
Nao sabe 41 (25%) 34 (21%)
Total 162 (100%6) 162 (100%6)

Os indicadores CTQ e MHC — indice de maus tratos e indice de bem-estar -
foram testados com e sem interacdo com outros fatores — genétipo, sexo, depressdo do
pai, depressdo da mae. Como hipdtese de estudo, foi suposto que todas as variaveis

testadas, quer individualmente, quer em interacdo, podem alterar significativamente a
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distribuicdo dos niveis de ansiedade, depressdo e stress. Os valores de significancia p

para o teste MLG desta hipdtese bem como as médias dos fatores estimadas pelo

modelo encontram-se nas Tabelas 18 e 19.

Tabela 18 — Valores do teste de Qui-quadrado de Wald e respetivos valores de significAncia p para 0s

fatores e interacOes entre fatores testados no modelo (variaveis) e graus de liberdade (gl). EADS-21 é a

variavel dependente e medida fenotipica de ansiedade, depressao e stress.

Tipo I
Qui-quadrado de |
Variaveis Wald g P
Gendtipo 5-HTTLPR/rs25531 8,124 2 0,017
Sexo 3,129 1 0,077
Depressao do pai 22,504 2 <0,001
Depressao da mae 21,110 2  <0,001
indice de bem-estar MHC 80,459 1 <0,001
indice de maus tratos CTQ 6,392 1 0,011
Depressdo do pai* depressdo da mée 37,473 3 <0,001
Depressao do pai* depressdo da mée* indice de maus tratos 32,574 7  <0,001
Depressao do pai* depressdo da mée* indice de bem-estar 49,690 7  <0,001
o . « x x
Gendtipo 5-HTTLPR/rs25531* depressdo do pai* depressdo 50,750 13 <0001

da mae

Tabela 19 — Estimativas do modelo. Médias estimadas para os fatores genétipo, sexo, depressdo do pai e

depressdo da mée, valores de B para as co-variaveis: indice de bem-estar MHC e indice de maus tratos

CTQ e respetivos erros padrdo. As co-variaveis que aparecem no modelo sdo fixas nos seguintes valores:
MHC = 41,0247 e CTQ = 47,4691. EADS-21 é a variavel dependente e medida fenotipica de ansiedade,

depressao e stress.

Fatores Média Erro Padrédo
L1L1 11,13 1,562
Gendtipo 5-HTTLPR/rs25531 L1S1 11,83 1,357
S1S1 11,12 0,8
Sexo Feminino 11,92 1,003
Masculino 10,85 0,971
Sim 6,95 1,909
Depressao do pai Né&o 12,72 0,655
Né&o sabe 14,9 0,924
Sim 12,7 0,94
Depressdo da mée Né&o 14,15 0,756
Néo sabe 8,07 1,921
Co-variaveis B Erro padréo
indice de bem-estar MHC -0,011 0.0052
indice de maus tratos CTQ -0,008 0,0073
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Para os fatores testados individualmente — genotipo (p=0,017), depressédo do pai
(p <0,001), depressdo da mae (p <0,001), indice de bem-estar (p <0,001) e indice de
maus tratos (p=0,011) — os valores de p sdo muito significativos, indicando que as
varidveis alteram o indice fenotipico EADS-21. Para o fator sexo, testado
individualmente, o valor de p ndo é significativo (p=0,077), indicando que a variavel

ndo altera o indice fenotipico EADS-21.

Para as interacOes testadas — depressdo do pai* depressdo da méae (p <0,001),
depressao do pai* depressdo da mae* indice de maus tratos (p <0,001), depressdo do
pai* depressao da mée* indice de bem-estar (p <0,001) e depressédo do pai* depressao
da mée* genotipo (p <0,001) — os valores de p séo igualmente significativos, indicando

que os fatores interagem entre si de forma a alterar o indice fenotipico EADS-21.

Deste modelo, podemos prever que, com exce¢do do fator sexo, todas as
variaveis se relacionam com o indice fenotipico medido EADS-21. O gendtipo 5-
HTTLPR/rs25531, os fatores ambientais de stress familiar — depressdo do pai,
depressdo da mée, maus tratos — e o indice de bem estar-geral testados, influenciaram os
niveis de ansiedade, depressdo e stress medidos nos individuos. Na pratica, isto
significa cada um destes fatores tem um efeito modelador de fenotipo quando as
restantes variaveis sdo ajustadas. De forma expectavel, também as interacdes testadas

entre fatores se revelaram significativas.

3.3.1.1 Genotipo 5-HTTLPR/25531

A amostra estudada apresenta, em média, valores baixos de EADS-21 (14,36 +
12,25) uma vez que a pontuacdo do indice varia entre 0 e 63. Por isso é caracterizada
por niveis baixos de ansiedade, depressdo e stress. O grupo genotipico L1L1 (15,73
14,02) apresenta uma média superior as dos restantes grupos L1S1 (13,91 + 12,02) e
S1S1 (13,89 + 11,09), que, por sua vez, apresentam medias muito semelhantes entre si.
Apesar de pouco evidente, ha um decréscimo na média de L1L1 para S1S1, sendo que o
grupo L1S1 se encontra entre 0s dois. Assim, o grupo genotipico L1L1 foi aquele que
relatou niveis mais elevados de ansiedade, depresséo e stress quando comparado com 0s
restantes grupos genotipicos L1S1 e S1S1. Nesta amostra, o fator genotipo alterou

significativamente o indice EADS-21 (p=0,017). A figura mostra de que forma se
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distribuem as médias do indice EADS-21 pelos trés grupos de genotipos L1L1, L1S1 e
S1S1.

Ansiedade, depressdo e stress e Gendtipo 5-HTTLPR/rs25531

20 -1

EADS-21

0 T T T
L1L1 L1S1 S$151

Figura 8 — Média da pontuagdo total obtida na EADS-21 por grupo de genétipo 5-HTTLPR/rs25531.:
L1L1; L1S1; e S1S1. O eixo vertical representa 0 n°® de pontos obtido (maximo 63 pontos; minimo 0
pontos). Os valores médios para cada grupo: L1L1 15,73 + 14,02; L1S1 13,91 + 12,02; S1S1 13,89 +

11,09. As barras representam o intervalo de confianca de 95%.

3.3.1.2 Género

Ambos 0s sexos apresentam frequéncias mais elevadas para os valores mais
baixos de EADS-21, sugerindo que a maioria dos sujeitos de ambos 0s sexos apresentou
niveis baixos de ansiedade, depressdo e stress. Na amostra, o fator sexo ndo alterou o
indice EADS-21 (p=0,077). Contudo, o valor de significancia esta préximo do limite de
rejeicdo (p=0,05).Valores de EADS-21 superiores a 40 foram apenas obtidos mulheres,
indicando que é neste sexo que encontramos os individuos com niveis mais elevados de
ansiedade, depressao e stress. A figura 9 ilustra de que forma o indice EADS-21 se

distribui nos individuos dos sexos feminino e masculino na amostra estudada.

53



Ansiedade, depressao, stress e género

F M

609 60

407
EADS-21

40

204 20

15 20

Figura 9 — Distribuicdo das frequéncias da pontuacdo total obtida na EADS-21 por sexo feminino (F) e
masculino (M). O eixo vertical representa o n° de pontos obtido (méaximo 63 pontos; minimo 0 pontos) e
0 eixo horizontal representa a frequéncia de individuos que obteve um determinado valor de pontuagdo
total (uma lado para cada sexo). Os valores médios para cada grupo: sexo feminino 15,31 + 12,67 e sexo
masculino 12,37 £+ 11,16.

3.3.1.3 Depressao do pai e depressdo da mae

A depressdo do pai e a depressdo da méde mostraram efeitos significativos na
escala EADS-21, quer como fatores individuais (p <0,001 para ambos), quer em
interacdo entre si (p <0,001) e com os outros fatores ambientais testados. As duas
variaveis foram emparelhadas, originando trés grupos distintos consoante a presenca ou
ndo de pelo menos, um dos pais deprimido. No grupo com pais deprimidos, estdo os
individuos cujo pai, a mde ou ambos tiveram ou tém depressao. No grupo com pais ndo
deprimidos estdo os individuos cujos pais ndo tiveram nem tém depressdo e no grupo
nao sabe estdo os individuos que ndo sabem se o pai, a mde ou ambos tiveram ou tém
depressdo. As medias do indice EADS-21 variam entre grupos de acordo com o
esperado; o grupo de individuos com pais deprimidos apresenta niveis de ansiedade,

depressao e stress mais elevados do que o grupo com pais nao deprimidos (Tabela 20).
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Tabela 20 — Tabela de frequéncias de individuos por grupos definidos pela depressdo dos pais e

respetivas médias do indice fenotipico EADS-21.

N EADS-21"
Pais deprimidos 54 15,46 + 12,35
Pais ndo deprimidos 69 12,77 £12,81
Né&o sabe 39 15,67 £ 11,03
Total 162 -

" EADS-21: maximo 63 pontos, minimo 0 pontos

3.3.1.4 Bem-estar emocional, psicolégico e social (MHC)

A amostra estudada apresenta, em média, valores moderados de MHC (41,02 +

12,41) uma vez que a pontuacdo varia entre 0 e 70. Na amostra estudada o indice de

bem-estar influenciou, significativamente, o indice EADS-21 (p <0,001). Por este

motivo € caracterizada por valores razoaveis de bem-estar emocional, psicologico e

social. A distribuicdo dos valores dos indices EADS-21 e MHC apresentam uma relacao

negativa. Os valores mais baixos do indice de EADS-21estéo associados a valores mais

elevados do indice MHC, indicando que os individuos que relatam niveis mais baixos

de ansiedade, depressdo e stress sdo caracterizados por niveis mais elevados de bem-

estar. A figura 10 ilustra de que forma os indices EADS-21 e MHC se distribuem na

amostra estudada.
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Figura 10 — Distribuicdo da pontuacdo total obtida na EADS-21 e no MHC para a amostra total (n=162).
O eixo vertical representa 0 n° de pontos obtido (méximo 63 pontos; minimo O pontos) para a escala de
ansiedade, depressdo e stress. O eixo horizontal representa 0 n°® de pontos obtidos (méximo 70 pontos;
minimo 0 pontos) para a escala de bem-estar. Cada uma das circunferéncias no grafico representa um
individuo que obteve um determinado valor de pontuagdo total em ambas as escalas. A reta de regressao
representada traduz a equagdo matemdtica que melhor se ajusta a distribuicBo das varidveis
y=0,48x+33,69.

3.3.1.5 Maus tratos na infancia (CTQ)

A amostra apresenta niveis médios de maus tratos moderadamente baixos (47,47
+ 9,72) uma vez que a pontuagéo varia entre 0 e 112. A forma como a medida de maus
tratos influenciou o indice EADS-21 ndo é graficamente clara e a distribuicdo dos
valores de combinacdo dos dois indices pela amostra ndo mostra qualquer tipo de
relacdo. N&o obstante, segundo o modelo, os niveis de maus tratos influenciaram os

niveis de ansiedade, depressao e stress dos individuos de forma significativa (p =0,011).
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3.3.1.6 Depressao do pai, depressdo da mae e maus tratos

Para tentar perceber como é que os fatores — indice de maus tratos, depressé@o do
pai e depressao da mae - interagiram de forma a alterar o indice EADS-21 (p <0,001),
as variaveis depressdo do pai e depressdo da mae foram utilizadas novamente
emparelhadas. A figura 11 ilustra de que forma os indices CTQ se distribuem nos

grupos definidos pela variavel emparelhada depressao dos pais.

Depressdo dos pais € maus tratos na infancia

60

50

cTa
30

T T T
Pais Pais ndo N3o sabe

deprimidos deprimidos

Figura 11 — Média da pontuac&o total obtida no CTQ por grupos definidos pela depressao dos pais: Pais
deprimidos, pais ndo deprimidos e ndo sabe. O eixo vertical representa o n° de pontos obtido (maximo
112 pontos; minimo 0 pontos). Os valores médios para cada grupo: pais deprimidos 49,46 + 9,39; pais
ndo deprimidos 45,91 + 10,62 e ndo sabe 47,46 + 8,08. As barras representam o intervalo de confianca de

95%.

Quanto a distribuicdo da variavel — maus tratos na infancia — pelos trés grupos
definidos pela depressdo dos pais, as diferencas entre as médias sdéo muito pouco
evidentes. Contudo, no grupo com pais deprimidos os niveis de maus tratos sdo
superiores (49,46 + 9,39) a média da amostra total (47,47 = 9,72) que, por sua vez, é
superior aos niveis de maus tratos do grupo de pais ndo deprimidos (45,91 = 10,62)
(Tabela 21).
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Tabela 21 — Tabela de frequéncias de individuos por grupos definidos pela depressdo dos pais e

respetivas médias do indice de maus tratos (CTQ) e médias do indice fenotipico EADS-21.

N CTQ" EADS-21"
Pais deprimidos 54 49,46 + 9,39 15,46 + 12,35
Pais ndo deprimidos 69 45,91 + 10,62 12,77 + 12,81
Néo sabe 39 47,46 = 8,08 15,67 + 11,03
Total 162 - -

" CTQ: maximo 112 pontos, minimo 0 pontos. EADS-21: maximo 63 pontos, minimo 0 pontos

Da mesma forma que o grupo de individuos com os pais deprimidos apresenta
um indice médio de maus tratos superior ao do grupo de pais ndo deprimidos, relatou
niveis médios de EADS-21 superiores ao deste grupo. Os resultados s&o indicadores de
que quando s&o levados em conta os dois fatores — depresséo dos pais e maus tratos — a
interacdo atua de tal forma que o grupo em que o fator de stress familiar esta ausente,
apresenta niveis mais baixos de maus tratos e significativamente mais baixos de

ansiedade, depresséo e stress.

3.3.1.7 Depressao do pai, depressdo da mae e bem-estar

Para tentar perceber como € que os fatores — indice de bem-estar; depressdo do
pai; e depressdo da méae — interagiram de forma a alterar o indice EADS-21 (p=0,000),
as variaveis depressdo do pai, depressdo da mée foram novamente colocadas de forma
emparelhada, originando trés grupos distintos consoante a presenca ou nao de pelo
menos um dos pais deprimido. A figura ilustra de que forma o indice MHC se distribui

nos grupos definidos pela variavel emparelhada depresséo dos pais.
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Depressdo dos pais e maus tratos na infancia
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Figura 12 — Média da pontuacdo total obtida no MHC por grupos definidos pela depresséo dos pais: pais
deprimidos, pais nao deprimidos e ndo sabe. O eixo vertical representa 0 n° de pontos obtido (méximo 70
pontos; minimo 0 pontos). Os valores médios para cada grupo: pais deprimidos 42 + 12,48; pais ndo
deprimidos 41,75 £ 13,17 e ndo sabe 38,38 £ 10,75. As barras representam o intervalo de confianca de
95%.

Quanto a distribuicdo da variavel — bem-estar — pelos grupos definidos pela
depressao dos pais, as diferencas entre as médias sao pouco evidentes. Ao contrario do
que era esperado, no grupo com pais deprimidos a media é superior a do grupo de pais
néo deprimidos e superior a media da amostra total (41,02 + 12,41). Ainda assim, neste
grupo, a média do indice EADS-21 é mais elevada do que no grupo de pais ndo
deprimidos, que apresenta niveis de bem-estar mais baixos (Tabela 22). Uma das
explicacbes possiveis para estes valores podera ser o facto de a amostra se ter
caracterizado, de forma geral, por niveis baixos de ansiedade, depresséo e stress e niveis
mais elevados de bem-estar. No caso desta amostra em particular, os niveis gerais de
bem-estar sdo moderados e as pequenas diferencas entre individuos poderdo ndo ser

suficientes para justificar as diferencas no indice EADS-21.
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Tabela 22 — Tabela de frequéncias de individuos por grupos de depresséo dos pais e respetivas médias de

pontuacéo total obtida do indice de bem-estar (MHC) e no indice fenotipico EADS-21.

N MHC" EADS-21"
Pais deprimidos 54 42 + 12,48 15,46 + 12,35
Pais ndo deprimidos 69 41,75 £ 13,17 12,77 + 12,81
Nao sabe 39 38,38 + 10,75 15,67 + 11,03
Total 162 - -

“MHC: maximo 70 pontos, minimo 0 pontos. EADS-21: maximo 63 pontos, minimo O pontos.

3.3.1.8 Depressao do pai, depressdo da mae e genotipo 5-HTTLPR/rs25531

Para frisar a importancia da depressado dos pais como possivel duplo marcador
biolégico e ambiental, foi testada a interacdo entre depressdo do pai, depressdo da mae
e gendtipo 5-HTTLPR/rs25531, resultando da analise um valor de p muito significativo
(p=0,000). Confirmou-se, assim, a existéncia de uma interacdo significativa entre estes
trés fatores que atua de forma a alterar o indice EADS-21. Foram selecionados apenas
os individuos do grupo em que, pelo menos, um dos pais teve ou tem depressdo (n=54)
e calculadas as frequéncias dos trés grupos de gendétipos L1L1, L1S1 e S1S1 para estes
individuos (Tabela 23).

Tabela 23 — Frequéncia de gend6tipos 5-HTTLPR/rs25531 no grupo de individuos em que pelo menos um

dos pais tem ou teve depressdo e na amostra total.

Gendtipo Frequéncia no grupo Frequéncia na amostra total
L1L1 12 (22%) 51 (25%)
L1S1 26 (48%) 93 (45%)
S1S1 16 (30%) 62 (30%)
Total 54 (100%) 206 (100%)

As frequéncias dos diferentes grupos genotipicos sdo muito semelhantes entre a
amostra e o grupo selecionado, mostrando que para a variavel depressdo dos pais, a
distribuicdo dos grupos genotipicos L1L1, L1S1 e S1S1 é idéntica a da amostra total e
nenhum deles se encontra representado de forma diferencial (Tabela 23). A figura 13
ilustra de que forma se distribuem as medianas do indice EADS-21 nos trés grupos de
gendtipo para os individuos do grupo em que pelo menos um dos pais, teve ou tem

depressao.
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Figura 13 — Mediana da pontuagdo total obtida ha EADS-21 por grupo de gen6tipo 5-HTTLPR/rs25531,
L1L1, L1S1, e S1S1. O eixo vertical representa 0 n° de pontos obtido (maximo 63 pontos; minimo 0
pontos). As linhas pretas nas barras do grafico representam a mediana, as caixas quartis, as linhas limites

de confianga de 5% e 95% e os pontos ‘outliers’.

Acerca da perturbacdo psicolégica dos individuos, também eles foram separados
por grupos pela varidvel depressdo em trés grupos distintos, consoante o individuo teve
ou tem depressdo, ndo teve nem tem depressdo e ndo sabe. Mais de metade dos

individuos afirmou ndo ter tido nem ter depressdo (Tabela 24).

Tabela 24 — Frequéncia de individuos deprimidos na amostra total.

Frequéncia %
Deprimido 22 14%
Nao deprimido 98 61%
Né&o sabe 42 26%
Total 162 100%

A percentagem de individuos que afirma que teve ou tem uma depressdo

representa menos de um quarto da amostra, dado que se trata de uma populagdo
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saudavel. Contudo, é importante notar, que quase metade dos individuos (10 individuos
em 22) que afirma que teve ou tem depressao pertence a familias onde também os pais

estiveram ou estdo deprimidos (Figura 14).

Deprimidos e N&o deprimidos

74%

54%
46%
I ] I

Com pais deprimidos Sem pais deprimidos

m Deprimidos  ®N&o deprimidos

Figura 14 — Distribuicdo de individuos deprimidos (n=22) e ndo deprimidos (n=98) da amostra (n=162)
por grupos de depressdo dos pais. 46% Dos deprimidos tém pais deprimidos, enquanto 54% néo tem pais
deprimidos. No grupo de ndo deprimidos, apenas 27% tem pais deprimidos e 74% ndo tem pais

deprimidos.
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3.3.2 Modelo EADS-21, estratégias coping cognitivas, depressdo da mae e
genoétipo 5-HTTLPRrs/25531

Para a analise do fenotipo no neste modelo foi utilizada uma populacdo de 123
individuos da amostra total: 89 do sexo feminino e 34 do sexo masculino, distribuidos
pelos trés grupos de genodtipos L1L1 L1S1 e S1S1 (Tabela 23).

Tabela 25 — Frequéncias absolutas da populacdo analisada para o fendtipo por sexo e grupo de genétipo.

Gendtipo 5-HTTLPR/rs25531

Sexo L1L1 L1S1 S1S1 Total
Feminino 22 38 29 89
Masculino 8 18 8 34

Total 30 56 37 123

Como ja referido, a depressdo dos pais estd dividida em depressdo do pai e
depressdo da mae, e as frequéncias para estas duas variaveis sdo apresentadas na Tabela
26.

Tabela 26 — Frequéncias absolutas e relativas das varidveis depressdo do pai e depressdo da mae para a

populacdo estudada.

Depressao do pai Depressao da mae
Sim 13 (11%) 36 (29%)
Nao 81 (66%) 67 (55%)
Nao sabe 29 (23%) 20 (16%)
Total 123 (100%) 123 (100%)

Os indicadores CERQ - estratégias coping positivas e estratégias coping
negativas - foram testados com e sem interagdo com outros fatores — gendtipo e
depressdo da mée. As varidveis — genotipo, sexo, depressdo do pai - foram mantidos
como variaveis categoricas no modelo, sem terem sido testadas individualmente. Como
hipdtese de estudo, foi suposto que as variaveis testadas, que individualmente, quer em
interacdo, podem alterar significativamente a distribuicdo dos niveis de ansiedade,
depressao e stress. Os valores de significancia p para o teste MLG desta hipdtese bem

como as médias dos fatores estimadas pelo modelo encontram-se nas Tabela 27 e 28.
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Tabela 27 — Valores do teste de Qui-quadrado de Wald e respetivos valores de significancia p para os
fatores e interacdes entre fatores testados no modelo (varidveis) e graus de liberdade (gl). EADS-21 é a

variavel dependente e a medida fenotipica de ansiedade, depressao e stress.

Tipo 111
Qui-quadrado de |
Variaveis Wald g P
Estratégias de coping cognitivas positivas CERQ + 65,189 1 0,000
Estratégias de coping cognitivas negativas CERQ - 204,201 1 0,000
Genotipo 5-HTTLPR/rs25531* estratégias positivas CERQ + 4,871 2 0,088
Genotipo 5-HTTLPR/rs25531* estratégias negativas CERQ - 2,593 2 0,273
Depressao da mée* estratégias positivas CERQ + 4,954 2 0,084
Depressdo da mée* estratégias negativas CERQ - 6,149 2 0,046
Depressao da mée 1,387 2 0,500

Tabela 28 — Estimativas do modelo. Médias estimadas para os fatores sexo, depressao do pai e depressdo
da mée, valores de B para as co-variaveis estratégias CERQ + e CERQ — e respetivos erros padrdo. As co-

variaveis que aparecem no modelo séo fixas nos seguintes valores: CERQ + = 2,1711 e CERQ - = 1,8699.

Fatores Média Erro Padrao
Feminino 14,02 0,423
Sexo Masculino 14,02 0,423
Sim 14,02 0,423
Depressdo do pai Nao 14,02 0,423
Né&o sabe 14,02 0,423
Sim 16,49 0,738

Depressdo da mée Né&o 14,11 0,5

Né&o sabe 11,84 0,843

Co-variaveis B Erro padréo
Estratégias positivas CERQ + -0,707 0,1529
Estratégias negativas CERQ - 0,804 0,1258

Para os fatores testados individualmente — estratégias coping positivas (p
<0,001) e estratégias coping negativas (p <0,001) — os valores de p sd&o muito
significativos, indicando que as variaveis alteram o indice fenotipico EADS-21. Para o
fator depressdo da mée testada individualmente, o valor de p néo é significativo (p=0,5),

indicando que a variavel ndo altera o indice fenotipico EADS-21.

Com excecdo da interacdo significativa — depressdo da mae* estratégias coping
negativas (p=0,046) — as restantes interacGes - gendtipo* estratégias coping positivas

(p=0,088), genotipo* estratégias coping negativas (p=0,273) e depressdo da mae*
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estratégias positivas (p=0,084)) — ndo apresentam valores de p significativos, indicando

que os fatores ndo interagem entre si de forma a alterar o indice EADS-21.

Deste modelo, podemos prever que apenas as variaveis estratégias coping
negativas e estratégias coping positivas se relacionam individualmente com o indice
fenotipico medido EADS-21. Em relacdo as interacOes, apenas a depressdo da mae e as
estratégias negativas do individuo interagem de forma a influenciar os niveis de
ansiedade, depressdo e stress medidos nos individuos. Na pratica, isto significa que
ambos os tipos de estratégias cognitivas e a interacdo das estratégias negativas com a
depressdo da mae tém um efeito modelador de fendtipo quando as restantes variaveis

séo ajustadas.

3.3.2.1 Estratégias coping cognitivas

A amostra estudada apresenta, em média, valores moderados de estratégias
positivas (2,28 + 0,66) e mais baixos de estratégias negativas (1,97 + 0,68). Por isso é
caracterizada por recorrer mais frequentemente a estratégias coping positivas do que
negativas. A distribuicdo dos valores dos indices EADS-21 e CERQ+ apresentam uma
relacdo negativa, isto é, quanto mais elevado o indice de estratégias positivas, menor o
indice EADS-21. A tendéncia para recorrer a estratégias coping cognitivas positivas esta
associada a niveis mais baixos de ansiedade, depressdo e stress. A distribuicdo dos
valores dos indices EADS-21 e CERQ- apresenta uma relacdo positiva, isto é, quanto
mais elevado o indice de estratégias negativas, maior o indice EADS-21. A tendéncia de
recorrer a estratégias coping cognitivas negativas € a de estar associada a niveis mais
elevados de ansiedade, depressdo e stress. Na amostra estudada os indices de ambas as
estratégias influenciaram significativamente o indice EADS-21. A figura 14 ilustra de

que forma os indices EADS-21 e CERQ se distribuem pela amostra estudada.
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Ansiedade, depressdo, stress e estratégias coping cognitivas

EADS-21
EADS-21

Estratégias positivas Estratégias negativas

Figura 15 — Distribui¢do da pontuagdo total obtida na EADS-21 e nos indices CERQ — Estratégias
positivas e Estratégias negativas para a amostra total (n=123). O eixo vertical representa o n° de pontos
obtido (méximo 63 pontos; minimo O pontos) para a escala de ansiedade, depressdo e stress. O eixo
horizontal representa o valor do indice (maximo 5; minimo 1) para as estratégias coping positivas e
negativas (esquerda e direita). Cada uma das circunferéncias no grafico representa um individuo que
obteve um determinado valor de pontuacgdo total em ambos os indices. As retas de regressdo no gréafico
representam a equacdo matematica que melhor se ajusta a relagdo entre as duas variaveis: y=3,41x+21,48
para a relagdo EADS-21 estratégias positivas e y=9,44x+0,25 para a relagio EADS-21 estratégias

negativas.

3.3.2.3 Depressao da mae e estratégias coping negativas

Apesar de o fator depressdo da mée nédo se ter apresentado como modelador
significativo do indice EADS-21 (p=0,5), quando colocado em interacdo com as
estratégias coping negativas, o resultado é significativo (p=0,046), sugerindo que 0s
dois fatores interagiram de forma a alterar o indice EADS-21. A tabela 29 mostra como
estdo agrupadas as médias obtidas no indice de estratégias negativas com as medias do
indice fenotipico EADS-21por grupos definidos pela depresséao da mae.
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Tabela 29 — Tabela de frequéncias de individuos por grupos definidos pela depressao da mée e respetivas
médias do indice de estratégias coping negativas (CERQ -), e médias do indice fenotipico EADS-21 para

0S Mesmos grupos.

N CERQ-* EADS-21"
Mée deprimida 44 27% 1,71£0,54 155+ 11
Mae nédo deprimida 84 52% 1,96 + 0,64 15,82 + 13,12
N&o sabe 33 21% 1,84 +0,64 13,6 £ 11,63
Total 162 100% -

“CERQ -: maximo 5, minimo 1. EADS-21: maximo 63 pontos, minimo 0 pontos.

Para as estratégias cognitivas negativas, o grupo com o indice mais elevado é
aquele em que as maes ndo tiveram nem tém depressdo. Ao contrario do que seria
esperado, o grupo de individuos cuja mae teve ou tem depressdo, € aquele que recorre
menos vezes a estratégias negativas. Pelo contrario, nas familias em que a mée ndo teve
nem tem depressdo, estdo os individuos que recorrem com maior frequéncia a
estratégias negativas. Relacionando as médias dos indices estratégicos com o indice
fenotipico EADS-21, os dois grupos — mae deprimida e mde ndo deprimida —
apresentam niveis muito semelhantes de ansiedade, depresséo e stress. Teoricamente,
seria de esperar que no grupo onde esta presente o fator — depressdo da mae — se
encontrassem individuos com valores médios do indice EADS-21 mais elevado, por

este ser um fator de stress familiar.
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4. Discussao e Consideracoes finais
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4.1 Frequéncias dos alelos L, S, a e g na populagdo portuguesa

Pela primeira vez, o estudo dos polimorfismos 5-HTTLPR e rs25531 foi feito
num grupo populacional de nacionalidade portuguesa. Dado que o polimorfismo 5-
HTTLPR foi estudado, previamente, noutras populagdes, Europeias e ndo-Europeias, foi
possivel comparar as frequéncias alélicas entre elas através da estatistica Fst. Esta
medida de distancia genética revelou uma grande proximidade entre as populagdes da
Europa (Fst <0,05), nomeadamente, Espanha, Austria, Alemanha e ltalia (Gutierrez et
al., 1998; Willeit et al., 2003; Lang et al., 2004; Nonnis et al., 2008 in Noskova et al.,
2008). Porém, quando a nossa amostra foi comparada com as de populacdes de outros
continentes, o valor numérico de Fst aumentou consideravelmente, colocando em
evidéncia a dissemelhanca entre amostras populacionais de continentes diferentes (Fst>
0,25). Nas populacdes do Leste Asiatico, o alelo S é muito mais frequente do que nas
restantes populagdes da Europa e de Africa (Li et al., 2007; Kim et al., 2000; Katsuragi
et al., 1999 in Noskova et al., 2008). Este padréo de diferenciacdo néo difere muito do
encontrado em outras regides gendmicas, consideradas isoladamente, ou agrupadas, e
sugere um modo de distribuicdo da diversidade genética nas populac@es de acordo com
um modelo de dispersdo neutral ou quase-neutral. Neste cenario, os humanos foram
divididos em trés categorias principais: Africanos, Asiaticos Orientais e Europeus. A
divergéncia dos ndo-Africanos, estimada em cerca de 55 mil anos, tera ocorrido por
migracdes sucessivas em numerosos pequenos pacgos permitindo que cada deslocacao
no espaco fosse acompanhada por uma amostragem da populacdo ancestral e a
concomitante perda de diversidade genética (Campbel & Tishkoff, 2010) (Figura 15).
Para além do efeito causado pelo padrdo de migracéo, responsavel pelo povoamento da
regido, deve também ser considerado o impacto de determinadas praticas sociais
no gene pool da populagio da Asia Oriental, nomeadamente: i) as expansdes da
populacéo associadas a difusdo da agricultura e, mais recentemente, da cultura Han, e ii)
a selecdo social (Stoneking e Delfin, 2010). Atraves da combinagdo dos efeitos da
deriva genética e do crescimento demografico, o alelo S, se estivesse presente no grupo
de pioneiros da expansdo espacial, poderd ter surfado nesta onda de expansdo
beneficiando de um aumento significativo da sua frequéncia na populacéo.
A selecdo social, por sua vez, podera ter gerado diferencas na aptiddo reprodutiva dos
homens conduzindo ao aumento da fertilidade de determinadas linhagens masculinas,
transmitida socialmente de geracdo em geracdo. Esta pratica poderéa ter contribuido para
a reducdo do tamanho efetivo da populagdo e, consequentemente, da sua diversidade
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genética. Através deste mecanismo, a frequéncia do alelo S podera ter aumentado na

populacéo se ele estivesse presente nas linhagens com fertilidade mais elevada.

A

<€— Fase 1: Origem do Homem Moderno 200 mil anos

Fase 2: Divergéncia das populacées

150 mil anos

Fase 3: Migracao Out of Africa 100 mil anos

30-50 mil
anos
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anos
LLL}
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Nordeste Médio Oriente e Asia América  Australiae
africano Europa o T Melanésia
———— Africa Subsaariana i | N&o africanos ——

Figura 16 - Filogenia construida com base em marcadores polimérficos espalhados pelo genoma
humano. A expansdo geografica para fora de Africa foi acompanhada por perda de diversidade genética,
representada pela diminuicdo de intensidade da cor. As linhas horizontais cheias representam o fluxo de
genes entre populagdes ancestrais (14 no continente Africano) e as interrompidas representam fluxo de

genes recente entre as populagdes da Asia e da Australia (adaptado de Campbel e Tishkoff, 2010).

O alelo g, associado ao polimorfismo rs25531, foi observado num numero
reduzido de individuos (5,4%), a semelhanca do que foi descrito por Wendland et al.
(2006). Os hapldtipos em que estdo associados as variantes g e S sdo ainda menos
comuns. Na amostra estudada somente dois sujeitos apresentaram as duas variantes em

simultaneo.
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4.2 Modelos de interacéo estatistica G x A

4.2.1 Interacdo entre o genotipo 5-HTTLPR/rs25531 e fatores indutores de

stress

No que diz respeito ao modelo G x A, este design foi utilizado para que se
pudessem testar fatores de diversas naturezas e inferir de que forma influenciaram o
perfil fenotipico dos individuos. No primeiro modelo, em que se testaram 0s marcadores
biolégicos e ambientais — genétipo 5-HTTLPR/rs25531, sexo, depressdo do pai,
depressdo da mae, indice de bem-estar e indice de maus tratos — com excegdo do sexo,
todos os fatores alteraram significativamente os niveis de ansiedade, depressdo e stress
dos individuos medido pelo indice EADS-21. Os resultados mostraram que o fenétipo
em questdo ndo é independente destas variaveis e que o efeito particular de cada uma
delas € significativo para valores ajustados das restantes.

O genotipo 5-HTTLPR/rs25531 revelou ter um efeito significativo no indice
EADS-21 (p=0,017). A amostra caracterizou-se por niveis muito baixos de ansiedade,
depressdo e stress que poderdo, a partida, ser justificados por se tratar de uma populacéo
saudavel ndo diagnosticada para nenhuma perturbacdo psicolégica. Quando os niveis de
ansiedade, depressdo e stress foram comparados entre grupos genotipicos, o genétipo
L1L1 foi o que apresentou valores médios mais elevados. Por outro lado, o grupo
genotipico S1S1 caracterizou-se por niveis mais baixos de EADS-21 e muito
semelhantes ao grupo de heterozigéticos L1S1. Ao contrario do que seria, a partida,
esperado (Bellivier et al., 1998), os niveis de ansiedade, depressdo e stress foram mais
elevados nos individuos com pelo menos uma copia da variante curta. Contudo, a
grande maioria dos estudos que reporta este tipo de resultados tem como design
experimental a interagdo G x A, semelhante ao adotado neste estudo (Caspi et al., 2003;
Chen et al., 2009; Bonvicini et al., 2010; Hammen et al., 2010). Na auséncia de
interacdo com outros fatores e para valores ajustados das restantes variaveis incluidas no
modelo, nesta amostra em particular, 0 grupo L1L1 apresentou fendtipos com niveis

mais elevados de ansiedade, depressao e stress.

O sexo dos individuos ndo revelou ter efeito modelador dos niveis de ansiedade,
depressdo e stress. Contudo, estudos efetuados noutras populagdes mostraram que as
mulheres apresentam o dobro da prevaléncia de depressédo quando comparadas com 0s

homens (Kessler et al., 1993). Tendo em conta as altera¢cdes hormonais femininas que
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tém inicio na adolescéncia e dado que o risco para 0 primeiro episodio depressivo é
mais precoce nas mulheres, é possivel que haja uma explicacdo bioldgica para a
distribuicdo desigual desta perturbacdo nos dois sexos (Eley et al., 2004). De forma néo
direta, o sistema hormonal feminino atua na suscetibilidade para a depressédo
aumentando a reatividade ao stress. Para alem disto, as diferencas de estatuto e poder
social e o facto de serem mais vezes vitimas de varios tipos de abusos (nomeadamente
sexual), também pode contribuir para a vulnerabilidade aumentada das mulheres para a
depressdo. Também se sabe que a regido cerebral envolvida na reatividade ao stress
(hipotalamo — HPA axis) pode sofrer desregulacdo ap6s um trauma (Hoeksema, 2001).
Estando socialmente mais predispostas a traumas e biologicamente mais sensibilizadas,
as mulheres sdo naturalmente mais vulneraveis a depressdo. Nesta amostra, 0sS
individuos do sexo feminino obtiveram, em média, indices mais elevados de ansiedade,
depressdo e stress (15,31 + 12,67) do que os individuos do sexo masculino (12,37 +
11,16), porém, insuficientes para rejeitar a hipotese nula. O valor de p de teste Qui
quadrado de Wald foi préximo do limite de rejei¢éo (p=0,077).

O indice EADS-21 foi influenciado por todos os fatores ambientais indutores de
stress no modelo. A depressdo do pai, a depressdo da mée, o indice de bem-estar e o
indice de maus tratos revelaram ter influéncia nos niveis de ansiedade, depressao e
stress medidos nos individuos. A presenca de perturbacdo psicologica do pai e da mée,
como fatores indutores de stress, atuaram de forma a aumentar o indice EADS-21 (p
<0,001 para ambos). No grupo de individuos com pais deprimidos, os valores dos
indices EADS-21 foram, em média, mais elevados (15,46 + 12,35) do que no grupo em

que 0s pais ndo apresentavam perturbacdo psicolégica (12,77 £+ 18,81).

No que respeita ao indice MHC, a amostra caracterizou-se por niveis moderados
de bem-estar (41,02 + 12,41) e os resultados mostraram que a relacdo estatisticamente
significativa (p <0,001) que existe entre os dois indices MHC e EADS-21 é do tipo
negativo. A tendéncia exibida pela amostra é de apresentar niveis mais baixos de
ansiedade, depressdo e stress conjugados com niveis mais elevados de bem-estar. E
importante referir que esta escala foi aqui usada como um indicador do bem-estar geral
do individuo, mas contém trés subescalas distintas: bem-estar emocional, psicoldgico e
social. O bem-estar social (uma de trés componentes do indice MHC) tem mais peso
como preditor no modelo, uma vez que avalia melhor a interligacdo do individuo com o

seu meio ambiente. No entanto, como avaliador global do bem-estar mental, era de
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esperar que a relacdo entre os dois indices MHC e EADS-21 fosse do tipo negativa,
como se verificou na amostra estudada. Os autores Keys et al. (2008) referem que
pontuacbes mais elevadas nesta escala estdo associadas a individuos socialmente mais
funcionais, cognitivamente mais positivos € menos sintomaticos para a depressao e

ansiedade.

O indice de maus tratos na infancia revelou ter um efeito estatistico significativo
no indice fenotipico medido nos individuos (p=0,011), que de uma forma geral
apresentam valores baixos (47,47 + 9,72). Este fator ambiental de stress esta fortemente
ligado a depressdo em criancas e adolescentes de ambos 0s sexos e é muito importante
como fator de vulnerabilidade a perturbaces psicolégicas no adulto (Aslund et al.,
2009). Criancas que tenham sofrido abusos tendem a desenvolver sintomas de
ansiedade e depressdo e fazem-no muito mais frequentemente que criancas que nunca
sofreram maus tratos (Kendall-Tackett et al., 1993). Quando esta presente o fator de
stress de perturbacdo psicoldgica dos pais, o grupo de individuos com indices médios
mais elevados de maus tratos apresentaram também niveis mais elevados de ansiedade,
depressao e stress. Os dois fatores interagem entre si de tal forma (p <0,001) que é mais
provavel que, no grupo com os pais deprimidos, os individuos relatarem niveis mais

elevados de maus tratos e consequentemente de ansiedade, depressao e stress.

O fator depressdo dos pais influenciou a distribuicdo da variavel dependente. A
sua presenca parece alterar o efeito modulador de fen6tipo que os genes teriam para
valores ajustados das restantes variaveis incluidas no modelo. Isto é, apesar de os
individuos do grupo S1S1 apresentarem niveis mais baixos de ansiedade, depressao e
stress, na presenca de perturbagéo psicoldgica dos pais, esta tendéncia é invertida. Nesta
situacdo, os individuos homozigoticos L1L1, passam a ser 0 grupo com menores niveis
de ansiedade, depressdo e stress, quando comparados com 0s outros dois grupos. Esta
observacdo esta de acordo com a hipétese inicial segundo a qual, nos individuos
portadores do alelo S, as alteragcBes no sistema serotoninérgico associadas a depressao
podem ser potenciadas por acontecimentos de vida stressantes (Alexander et al., 2009).
Ha& autores que mencionam que a exposi¢cdo diferencial a este tipo de acontecimentos
pode ser influenciado pela genética do individuo, fazendo com que se trate de um fator
de risco bioldgico em vez de ambiental (Caspi et al., 2003; Goldman et al., 2010).

Quando se comparam os valores da mediana da variavel dependente nos trés
genotipos, na presenca do fator de stress familiar, o grupo com valores numéricos mais
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elevados de ansiedade, depressdo e stress foi o L1S1. Jabbi et al. (2007) obtiveram
resultados semelhantes e sugeriram que a relacdo entre o polimorfismo 5-HTTLPR e o0s
fatores ambientais indutores de stress era tal que os individuos heterozigoticos tendem a
mostrar respostas endocrinas exageradas quando comparados com individuos
homozigdticos L e S. Esta hipOtese poderd explicar, pelo menos, parcialmente, os

resultados observados na amostra estudada.

Os resultados observados neste modelo analitico sugerem que o stress interage
com o gendtipo dos individuos de modo a influenciar o seu risco para desenvolver
sintomas depressivos. Os portadores de pelo menos uma copia do alelo de menor

eficacia transcricional foram os que apresentaram risco mais elevado.

4.2.2 Interacdo entre o gendtipo 5-HTTLPR/rs25531 e perfil cognitivo

No segundo modelo de interagdo G x A, em que foram incluidos os indices de
estratégias cognitivas positivas e negativas, os resultados mostraram que o perfil de
resposta cognitiva do individuos altera de forma significativa o indice EADS-21, quer
se tratem de estratégias positivas (p <0,001), quer de negativas (p <0,001). Observou-
se que os individuos com niveis mais elevados de ansiedade, depressao e stress, tendem
a apresentar indices mais elevados de estratégias coping negativas. Pelo contrério,
aqueles que apresentam indices mais elevados de estratégias positivas, caracterizam-se
por niveis mais baixos de ansiedade, depressdo e stress. E referido na literatura que o
recurso frequente a estratégias coping negativas € mais comum em individuos
depressivos e ansiosos do que em individuos sem perturbagéo psicologica (Garnefsky &
Kraaij, 2006). Na amostra estudada, caracterizada globalmente por niveis baixos de
ansiedade, depressdo e stress, verificou-se o recurso mais frequente a estratégias
positivas (2,28 + 0,66) comparativamente as negativas (1,97 + 0,68).

Quando colocados no modelo sob a forma de interacdo, as estratégias negativas
e a depressdo da mée, mostraram interagir de forma significativa (p=0,046) na variagéo
do indice EADS-21.Contudo, as diferencas no indice EADS-21 entre grupos definidos
pela depressdo da mae foram pouco acentuadas. O indice de estratégias negativas foi
mais elevado nos individuos com a mae nao deprimida. Isto pode significar, que na
presenca do fator ambiental depressédo da mée, o efeito modelador do perfil de resposta

cognitiva dos individuos no fenétipo deixa de ser tdo evidente, o que pode explicar a
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semelhanca entre de EADS-21 nos dois grupos (15,5 = 11 para 0 grupo com a mae

deprimida e 15,82 + 13,12 para 0 grupo com a mae nao deprimida).

E referido na literatura que os individuos com a mée deprimida reagem de forma
mais negativa ao stresse mostram, mais frequentemente, baixa autoestima e
comportamentos desviantes (Elgar et al., 2004). Os filhos de mées deprimidas podem
herdar ndo s6 a tendéncia para a depressdo, mas também caracteristicas associadas a
vulnerabilidade para a depresséo e risco aumentado para experienciar acontecimentos de
vida negativos. Estas tendéncias podem ser despoletadas por fatores ambientais
de stress, nomeadamente a prépria depressdo da mae (Goodman & Gotilib, 1999). O
temperamento e 0s aspetos cognitivos do comportamento do filho serdo igualmente
importantes como moderadores do impacto da depressdo da mae e podem refletir-se de
volta no comportamento da propria méae. Desta forma, quando a mae esta deprimida
pode criar-se um circuito de feedback positivo em que ambos serdo afetados pela
perturbacdo psicolégica da méde (Elgaret al., 2004). Alguns autores referem a
importancia da exposicdo a depressdo da mde mesmo que em niveis ndo patoldgicos,
ainda durante a gravidez. Quando isto acontece, ddo-se alteracBes epigenéticas no filho

que modificam a reatividade ao stress mais tarde (Oberlander et al., 2008).

4.3 Consideracdes finais

De uma forma geral podemos dividir os fatores incluidos nos modelos de
interacdo em dois grupos distintos, consoante o0 seu efeito aumentador ou diminuidor na
escala de ansiedade, depressao e stress.

Por um lado, o grupo de individuos com gendétipo L1L1 que apresenta niveis
mais elevados de ansiedade, depressdo e stress quando comparado com 0 grupo de
individuos S1S1. Da mesma forma, o recurso a estratégias coping cognitivas negativas,
bem como a presenca de um ambiente familiar marcado por niveis moderados de
perturbagdes dos pais e maus tratos na infancia, parecem atuar como aumentadores dos
niveis de ansiedade, depressdo e stress. JA 0 recurso a estratégias coping cognitivas
positivas e niveis elevados de bem-estar atuam como diminuidores dos niveis de

ansiedade, depressdo e stress. Os fatores ndo interagem de forma unidirecional e o
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efeito regulador que tém sobre o fendtipo dos individuos pode ser menos evidente

quando colocados isoladamente (Tabela 30).

Tabela 30 — Tabela de classificacdo geral das varidveis incluidas nos modelos de avaliacdo G x A em

moderadores positivos e negativos da escala EADS-21 de ansiedade, depressdo e stress.

Moderadores positivos ou . Moderadores Negativos ou
Fenotipo o
Aumentadores Diminuidores
Gen6tipo 5-HTTLPR/rs25531 Gendtipo 5-HTTLPR/25531
L1L1 S1S1
Estratégias de coping cognitivas Ansiedade  “Egirarégias de coping cognitivas Positivas
Negativas Depressao
Stress
Depressdo dos pais e Bem-estar Emocional
Maus tratos na infancia Psicolégico e Social

Ainda que um determinado fator module tendencialmente o fen6tipo numa dada
direcdo, na presenca de outros fatores, pode haver uma mudanca nessa tendéncia. As
variacOes fenotipicas registadas no modelo reforcam a ideia de que os efeitos dos
polimorfismos 5-HTTLPR e rs25531 estdo claramente dependentes do ambiente.
Enquanto modeladores particulares, mostraram que os individuos homozigoticos para o
alelo longo (L1L1) apresentam fendtipos caracterizados por niveis mais elevados de
ansiedade, depressao e stress. Mas quando postos em interacdo com fatores de risco, 0
efeito modelador foi reajustado e a tendéncia inverteu-se, mostrando que 0s mesmos
individuos L1L1 apresentavam fenOtipos caracterizados por niveis mais baixos de

ansiedade, depressao e stress.

A grande maioria dos estudos realizados até ao presente e que seguiram um
design experimental de interacdo G X A, recorreram a uma genotipagem bialélica
baseada, unicamente, no polimorfismo 5-HTTLPR. S&o ainda muito escassos, 0S
estudos que incluiram o polimorfismo rs25531. S&o também muito escassos, ou mesmo
inexistentes, os estudos que recorreram aos modelos de analise estatistica usados no
presente estudo, o que limitou a analise comparativa dos resultados. Porém, a
metodologia utilizada permitiu confirmar a hipétese inicial de que o gendtipo no locus
SLC6A4, determinado pelos polimorfismos 5-HTTLPR e rs25531, podera estar

associado ao risco individual para desenvolver ansiedade, depressdo e stress, em
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resposta a fatores de stress ambiental. Em ambientes marcados pela depressédo dos pais,

os portadores da variante S1 apresentaram fendtipos mais suscetiveis.
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Apéndice 1



CERQ
(Garnefski, N., Kraaij, V. & Spinhoven, P., 2001; Traducdo e Adaptacdo de Cherpe, S., Matos, A. P., &
Serra, A. R., 2009)
Como é que lida com os acontecimentos?
Todas as pessoas sao confrontadas com acontecimentos negativos ou desagradaveis, de vez em quando, aos
quais respondem a sua prépria maneira. Nas questdes que se seguem, é-lhe pedido que indique o que é que
geralmente pensa quando é confrontado com estes acontecimentos negativos ou desagradaveis.
Por favor, leia as questdes abaixo e indique com que frequéncia tem os seguintes pensamentos, assinalando
um numero de 1 a 5, de acordo com a resposta que melhor se aplica a si.

N&o existem respostas certas ou erradas.

(quase) Nunca
As vezes
Regularmente
Muitas vezes
(quase)
Seamnra

O
O
O
O
O

Sinto que sou o culpado por isto.

Penso que tenho de aceitar que isto aconteceu.  [] O
Penso muitas vezes no que sinto acerca do que me aconteceu.
Penso em coisas mais agradaveis do que aquela que me
aconteceu.
Penso no que posso fazer de melhor. ] n n O O
Penso que posso aprender alguma coisa com a situagdo. [ N N O O
Penso que tudo poderia ter sido muito pior. ] N N O O
Penso muitas vezes que 0 que me aconteceu foi muito pior do
0 o o o O
gue aquilo que aconteceu aos outros.
Sinto que os outros sdo culpados por isto. ] N N O O
Sinto que sou o responsavel pelo que aconteceu. ] N N O O
Penso que tenho de aceitar a situagdo. [ n n | |
Estou preocupado com 0 que penso e sinto acerca o que me
0 o o o O

aconteceu.

Penso em coisas agradaveis que nada tém a ver com isto.

Penso na forma como posso lidar melhor com a situagao.



Penso que posso tornar-me numa pessoa mais forte como
resultado das coisas que aconteceram.

Penso que as outras pessoas passam por experiéncias muito
piores.

Continuo a pensar no quao terrivel foi aquilo que me

aconteceu.

Penso que os outros séo responsaveis por aquilo que aconteceu.
Penso nos erros que fiz nesta situacéo.

Penso que nédo consigo mudar nada acerca disto.

Quero entender porque é que me sinto da maneira como me
sinto em relacdo ao que me aconteceu.
Penso em alguma coisa agradavel em vez de pensar naquilo que

aconteceu.

Penso em como mudar a situagéo.
Penso que esta situagdo também tem algo de positivo.
Penso que tenho de aceitar que isto aconteceu.

Penso muitas vezes no que sinto acerca do que me aconteceu.

Penso em coisas mais agradaveis do que aquela que me

aconteceu.

Penso no que posso fazer de melhor.
Penso que posso aprender alguma coisa com a situacao.

Penso que tudo poderia ter sido muito pior.

Penso muitas vezes que o que me aconteceu foi muito pior do

que aquilo que aconteceu aos outros.

Sinto que os outros sdo culpados por isto.
Sinto que sou o responsavel pelo que aconteceu.

Penso que tenho de aceitar a situacéo.

Estou preocupado com o que penso € sinto acerca o que me

aconteceu.

Penso em coisas agradaveis que nada tém a ver com isto.

O O O o o 0O

o o o o oo o o o

O O O O

O

O O O o o 0O

o o o o oo o o o

O O O O

O

O O O o o 0O

o o o o oo o o o

O O O O

O

O O o o o d

O o o o o o o o o

O O O O

(]

O O o o o d

O o o o o o o o o

O O O O

(]



MHC-SF

(Keyes et al. 2008. Traducdo e Adaptacdo de Cunha, M. Cherpe, S.; Keyes, C. L. M. 2014)

Por favor, responda as seguintes questdes sobre a forma como se tem sentido, durante o Gltimo més.

Lembre-se que ndo ha respostas certas ou erradas.

Escolha honestamente, a primeira resposta em que pensar. Assinale a resposta que melhor representa a

frequéncia com que experienciou ou sentiu o seguinte:
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Interessado(a) pela vida

Satisfeito(a)

Que tinha algo importante a contribuir para
a sociedade O [ O [ O ]

Que pertencia a uma comunidade (tal como
a um grupo social ou a sua vizinhanca) O [ O [ O [

Que a nossa sociedade se esta a tornar num

lugar melhor para pessoas como 'eu’ [ u U = - -
Que as pessoas sdo essencialmente boas [ O] ] | L] L

Que a forma como a nossa sociedade
funciona faz sentido para si O [ O [ O [

Que gostou da maior parte das
caracteristicas da sua personalidade O [ O [ O ]

Que foi eficaz a gerir as responsabilidades da

sua vida diaria [ O O L ] ]

Que teve relagdes calorosas e de confianca
com 0s outros O [ O [ O [

Que teve experiéncias que Ihe permitiram
crescer e tornar-se num pessoa melhor O [ O [ O [

Confiante para pensar ou expressar as suas

proprias ideias e opinides L [ O O H [

Que a sua vida tem um sentido e diregdo ] O ] | O] O



CTQ
(Bernstein, D. P.; Fink, L.; Handelsman, L.; Foote, J.; Lovejoy, M.; Wenzel, K.; Sapatero, E.; Ruggiero,
J. 1994. Traducdo e Adaptacdo de Cherpe, S.; Matos, A. P.; Pereira A. R. 2010).

As perguntas que vai encontrar a seguir sao sobre algumas das suas experiéncias enquanto crescia, como
crianca e como adolescente. Embora estas questdes sejam de natureza pessoal, por favor, procure
responder 0 mais honestamente possivel.

Para cada questdo, selecione a resposta que melhor descreve como se sente/sentia.
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O

Eu néo tinha o suficiente para comer. L]

Eu sabia que havia alguém para cuidar de mime

para me proteger. ] [ O O [

Pessoas da minha familia chamavam-me coisas como
"estupido(a)", "'preguicoso(a)’, ou "'feio(a)"". [ O [ O [

Os meus pais estavam demasiado bébedos ou

O
O
O
O
O

drogados para tomar conta da familia.
Havia alguém da minha familia que me ajudava a

sentir que eu era importante ou especial.

Eu tinha de usar roupas sujas.

Eu sentia-me amado(a).

Eu pensava que 0s meus pais desejavam que eu nunca

O O O O
O O O O
O O O O
O O O O
O O O O

tivesse nascido.

Alguém da minha familia me batia tao violentamente

O
O
O
O
O

gue eu tive de ir a um médico ou ao hospital.
N&o havia nada que eu quisesse mudar na minha
famiia. o O O O O
Pessoas da minha familia batiam-me téo
violentamente que eu ficava com nédoas negras ou [ [ O [ O
marcas.
Fui castigado(a) com um cinto, com uma tabua, com
uma corda ou com qualquer outro objeto duro. [ O [ O ]

As pessoas da minha familia cuidavam umas das

ouras,. 4 OO O O



Pessoas da minha familia diziam-me coisas dolorosas

ou insultuosas.

Eu creio que fui abusado(a) fisicamente.

Eu tive a infancia perfeita.

Batiam-me ou espancavam-me tao violentamente que
isso foi notado por alguém, como por exemplo, um(a)

professor(a), um(a) vizinho(a) ou um(a) médico(a).
Eu sentia que alguém da minha familia me odiava.

As pessoas da minha familia sentiam-se préximas
umas das outras.

Alguém tentou tocar-me sexualmente ou tentou que
eu o(a) tocasse.

Alguém ameagou magoar-me ou dizer mentiras a
meu respeito a ndo ser que fizesse alguma coisa

sexual com ele(a).
Eu tive a melhor familia do mundo.

Alguém tentou obrigar-me a fazer coisas sexuais ou a

VEr coisas sexuais.

Alguém me molestou.

Eu creio que fui emocionalmente abusado(a).

Havia alguém que me levava ao médico se eu

precisasse.

Eu creio que fui sexualmente abusado(a).

A minha familia era uma fonte de forca e de apoio

O

o o o o o o O

O

O o o o o o o

O

o o o o o o O

O

O o o o o o o

O

o o o o o o O



EADS-21

Pais-Ribeiro, J. L.; Honrado, A.; Leal, 1., 2004.
Por favor, leia cada uma das afirmacdes abaixo e assinale, 0, 1, 2 ou 3 para indicar quanto cada afirmacéo
se aplicou a si durante a semana passada.
N&o héa respostas certas ou erradas.
N&o leve muito tempo a indicar a sua resposta em cada afirmacéo.
A classificacdo é a seguinte:
0 - N&o se aplicou nada a mim;
1 - Aplicou-se a mim algumas vezes;
2 - Aplicou-se a mim muitas vezes;

3 - Aplicou-se a mim a maior parte das vezes.

O
O
O
O

Tive dificuldades em me acalmar.

Senti a minha boca seca.

N&o consegui sentir nenhum sentimento positivo.

Senti dificuldades em respirar.

Tive dificuldades em tomar a iniciativa para fazer coisas.

Tive tendéncia a reagir em demasia em determinadas situagdes.
Senti tremores (por exemplo, nas maos).

Senti que estava a utilizar muita energia nervosa.

Preocupei-me com situagdes em que podia entrar em panico e fazer

figura ridicula.

Senti que ndo tinha nada a esperar do futuro.
Dei por mim a ficar agitado.
Senti dificuldade em me relaxar.

Senti-me desanimado e melancélico.

Estive intolerante em relagdo a qualquer coisa que me impedisse de

terminar aquilo que estava a fazer.

o o o oo oo o oo o0 o0 o0 0
o o o oo oo o oo o0 o0 o0 0
O o o o oo 4o oo oo oo o0 ™
O o o o oo 4o oo oo oo o0 ™

Senti-me quase a entrar em panico.



Nao fui capaz de ter entusiasmo por nada.

Senti que ndo tinha muito valor como pessoa.

Senti que, por vezes, estava sensivel.

Senti alteraces no meu coragdo sem fazer exercicio fisico.
Senti-me assustado sem ter tido uma boa razao para isso.

Senti que a vida néo tinha sentido.

O 0o o o o o

O 0o o o o o

O O o o o od

O O o o o od



o gk~ w D PRF

10.

11.

12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21,

Formulario Sociodemografico

Data de preenchimento: / / Cadigo:
Sexo: F M
Idade:

Local de residéncia

Qual é o seu rendimento académico? (indique a sua média de curso, até ao momento, por favor)
Jareprovou algumavez? __ Sesim, quantas vezes? __ Emque ano (s) curricular(es)?
Costuma faltar as aulas? (Assinale o nimero que mais se adapta a sua situagao)

(1) Nunca; (2) Poucas vezes; (3) Algumas vezes; (4) Muitas vezes; (5) Quase sempre
Quando falta, sdo faltas justificadas? (1) Sim; (2) N&o

No passado, teve alguma Depressdo? (1) Sim; (2) Ndo; (3) Né&o sei

Atualmente tem uma Depressdo? (1) Sim; (2) Né&o; (3) Néo sei

No passado, teve consulta(s) com Psiquiatra ou Psic6logo?

Se sim, quando?

Qual(ais) o(s) motivo(s)?

Atualmente tem consulta(s) com Psiquiatra ou Psicélogo?

Se sim, qual(ais) o(s) motivo(s)?

Tem, ou teve, alguma doenga fisica? (1) Sim; (2) Néo

Se sim, qual (quais)?

HabilitacBes do pai:

Profissdo do pai:

Habilitacdo da mée:

Profissdo da mae:

Qual o estado civil dos seus pais?

Algum dos seus pais teve, ou tem, alguma doenca fisica ou mental? (1) Sim (2) Néo (3) N&o sei

Se sim, refira a(s) doenga(s) do seu pai e/ou da sua mae

O seu pai teve, ou tem, alguma Depressao? (1) Sim (2) Nao (3) Né&o sei
A sua mae teve, ou tem, alguma Depressdo? (1) Sim (2) N&o (3) Néo sei

Qual o seu agregado familiar?




Para a concretizacao deste estudo a sua participacao é imprescindivel!

Declaracao de consentimento informado

Os investigadores comprometem-se a garantir total confidencialidade dos dados e a utiliza-los apenas para
fins de investigacdo. A participacdo, a recusa, ou a interrupcdo da participacdo no estudo, ndo terdo

quaisquer consequéncias.

[:] Aceito ser contactado(a) pelos investigadores, se necessario para as avaliacbes longitudinais, e
aceito participar neste estudo, tendo tomado conhecimento dos procedimentos desta investigacdo e do meu

papel enquanto participante.




Apéndice 2



Extracdo de DNA Genémico de células da mucosa bucal - FavorPrep™ Genomic

DNA Mini Kit FABGK com proteinase K (Favorgen Biotech Corp., Taiwan)

Passo 1. LISE
a) Colher as células da mucosa bucal com zaragatoa/escova;
b) Suspender em 1 ml de agua destilada em tudo de 1,5 ml;
c) Centrifugar a 10.000 rpm durante 3 minutos;
d) Eliminar o sobrenadante;
e) Adicionar 200 pl de FABG Buffer. Levar ao vortex (5 a 10 segundos)
f) Incubar a temperatura ambiente, durante 15 a 30 minutos. Inverter tubo de 5 em
5 minutos;

(Adicionar 20 pl de Proteinase K; deixar na estufa a 56° C durante 1 hora)

(Pré-aquecer a Elution Buffer a 70° C para utilizar no Passo 4. Eluicdo)

Passo 2. BINDING

a)
b)

c)

Adicionar 200 pl de Etanol (96 — 100%). Levar ao vortex durante 10 segundos;
Colocar coluna FABG em tubo de 2 ml. Transferir a mistura para a coluna;
Centrifugar a 12.000 rpm durante 5 minutos. Esvaziar tubo e recolocar coluna;

Passo 3. LAVAGEM

a)

b)

c)

Adicionar a coluna 400 pl de W1 Buffer. Centrifugar a 12.000 rpm durante 1
minuto. Esvaziar o tubo e recolocar a coluna;

Adicionar a coluna 600 pl de W2 (Wash Buffer). Centrifugar a 12.000 rpm durante
1 minuto. Esvaziar o tubo e recolocar a coluna;

Centrifugar a 12.000 rpm durante 3 minutos;

Passo 4. ELUICAO

a)
b)

c)
d)

Transferir a coluna FABG para tubo coletor de 1,5 ml;

Adicionar 50 pl de Elution Buffer (pre-aquecida a 70° C) a coluna pra recolha de
DNA;

Centrifugar a 12.000 rpm durante 1 minuto;

Armazenar DNA a4° C oua—10°C.
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Gel de agarose a 2%

Material

e Molde acrilico para gel de agarose;
e Baldo Erlenmeyer;

e Agarose;

e Tampao TBE (0,5x);

e Brometo de etidio C21H20BrNs.

1. Pesar 1 g de agarose no baldo Erlenmeyer;

2. Juntar 50 ml de tampéo TBE (0,5x);

3. Agitar suavemente e ferver até ndo haver particulas em suspenséo. A solucao deve
estar completamente limpida;

4. Na camara de fluxo, juntar 2 pl de brometo de etidio a solucdo no baldo
Erlenmeyer e deixar arrefecer ligeiramente;

5. Colocar a solucdo na placa molde acrilica, lentamente para que nao faca bolhas
de ar;

6. Deixar solidificar (colocar no frigorifico).

Tabela x — Composicéo do tampé&o TBE 10 x (1L)

Volume Concentragéo

Tris 180g 890 mM
EDTA-diNa 9,3g 20mM
Acido Bérico 559 890 mM

dH.0 ghplL
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Gel Horizontal de Poliacrilamida
Material

e Placas de vidro moldes com pogos;

e Fita gel transparente;

e Roldana;

e Molas metélicas para unir placas moldes;
e Tubo medidor (14 ml);

e Seringa

Preparagdo do molde

1. Naplacade vidro molde sem pocos, colocar pequena quantidade de agua. Colocar
fita gel transparente em cima da agua para aderir;

2. Com auxilio daroldana, retirar excesso de &gua e certificar que nao existem bolhas
de ar entre a fita gel e a placa molde;

3. Unir as placas com molas metalicas em posicéo vertical,

Stock T10C5
e 23,75 g Acrilamida
e 1,25 g Bisacrilamida
Volume final — 250 cc (tampdo gel: 0,375M Tris/HCI, pH 8,8)

Preparacdo da solucao gel
a) 6 ml de stock T10C5;
b) 0,71 ml de glicerol (85%);
c) 3,4 ml de tampao gel;
d) 20 pl de APS;
e) 20 plde TMED.

Agitar ligeiramente a solucdo e colocar entre as placas molde com auxilio da seringa.

Deixar repousar em posic¢éo vertical durante 30 a 40 minutos.



Técnica de coloracdo de Nitrato de Prata — Silver Stained — para leitura de bandas

de DNA em gel horizontal de poliacrilamida

1.

10.

Colocar gel num recipiente imerso em etanol (10%) durante 10 minutos (no
minimo). Esvaziar o recipiente;

Colocar acido nitrico — HNOs (1%) até imergir o gel durante 5 minutos. Esvaziar
0 recipiente;

Lavar o gel com agua destilada sem colocar a agua diretamente em cima do gel,
duas vezes durante 30 segundos;

Colocar nitrato de prata — AgNO3z (0,2%) até imergir o gel durante 20 minutos.
Esvaziar o recipiente;

(Pesar previamente 9 g de carbonato de sddio — Na,COs e dissolver em 300 ml de
agua destilada com auxilio de um agitador magnético para utilizar o passo 6.);
Lavar o gel com &gua destilada sem colocar a 4gua diretamente em cima do gel,
duas vezes durante 30 segundos;

Colocar 60 ul de formaldeido — HCOH (0,02%) na solugéo previamente preparada
de Na,COz (0,28M) e imergir o gel em 100 ml desta solucdo até que se obtenha
uma cor acastanhada. Esvaziar o recipiente;

Imergir novamente o gel em 100 ml da mesma solucéo de NaCOs até comegarem
a ser visiveis algumas bandas de DNA mais escuras no gel. Esvaziar o recipiente;
Repetir o passo anterior com 0s 100 ml restantes da solucdo de Na,CO3 até serem
visiveis todas as banda de DNA. Esvaziar o recipiente;

Colocar &cido acético — CH3COOH (10%) até imergir o gel durante 2 minutos
para fixacao.

Esvaziar o recipiente e lavar com agua destilada sem colocar a 4gua diretamente
em cima do gel. Fazer a leitura das banda de DNA, retirar o excesso de agua e

deixar secar naturalmente o gel.








