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RESUMO:

A depressdo € uma doenga de elevada prevaléncia, que determina
sofrimento, incapacidade e desordem social e eleva a taxa de mortalidade de
doencas associadas, como a doenca arterial coronariana.

A populagao idosa é especialmente comprometida pela doencga, apesar
de ser frequentemente subdiagnosticada em decorréncia das manifestagdes
proprias nesta faixa etaria. Nestes pacientes, ela se associa frequentemente a
incapacidade cognitiva e outros comprometimentos funcionais. A depressao
de inicio tardio € um subtipo especial de depresséo, cujo inicio ocorre apos 0s
60 anos de idade. Apresenta fisiopatologia e caracteristicas clinicas diferentes
da depressao de inicio precoce.

Inimeros estudos apontam o papel da serotonina nos disturbios do
humor e alteragbes em sua sintese poderiam levar a depressao maior. A
TPH2 é uma enzima limitante da sintese deste neurotransmissor. Assim,
alteragdes moleculares no gene TPH2 foram consideradas como associadas
aos fendbmenos comportamentais incluindo transtornos do humor, suicidio,
tracos de personalidade e dependéncia quimica por alcool e drogas.

Em 2005, Zhang et al. demonstraram que os niveis de 5-HT foram
reduzidos em 80% quando a mutante Arg441His era expressa em células PC-
12, indicando uma perda significativa da funcdo da enzima mutante. Além
disso, este SNP funcional foi observado em nove individuos dentre 87
portadores de depressdo maior refrataria ao tratamento medicamentoso e
com idade superior a 60 anos. Entretanto, varios grupos, apos estudarem
mais de 5000 individuos de diversos grupos étnicos, ndo conseguiram
encontrar a variante acima descrita. Estes grupos haviam incluido em suas
amostras individuos com depressao grave, necessitando
eletroconvulsoterapia, como os descritos por Zhang et a. (2005). Porém,
nenhum grupo estudou pacientes idosos com o objetivo de analisar se a
variavel em questdo encontrava-se associada a depressao de inicio tardio.

Apo6s analisarmos o exon 11 da TPH2 em uma amostra de 164
individuos idosos (103 portadores de depressdo de inicio tardio e 61

controles) ndo observamos a presenga da variante descrita. Sendo assim,
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concluimos que a variante descrita por Zhang € uma forma rara e que,

provavelmente, esteja relacionada a origem étnica da populagao estudada.
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ABSTRACT:

Depression is a disorder of great prevalence, which inflicts suffering,
incapacity, social problems and increases mortality from associated illnesses as
coronary arterial disease.

The elderly population is especially affected by the illness which is less
recognized owing to some typical manifestations at this age. In these patients, the
disease is frequently associated with the cognitive impairment. Late onset depression
is a particular kind of depression, whose begining is set after sixths. It presents a
different ethiopathogenesis and clinical aspects from the early onset depression.

Some studies have pointed the importance of serotonin in mood disorders.
And alterations in its synthesis could led to major depression. TPH2 is the rate-
limiting enzyme of the synthesis of this neurotransmitter. Thus, molecular
modifications in TPH2 gene had been thought to be involved in behavioral
impairments like mood disorders, suicide, traces of personalities and chemical
dependence for alcohol and drugs.

In 2005, Zhang et al. (2005 a) shown that the levels of 5-HT were reduced in
up to 80% when the Arg441His mutant was expressed in cells PC-12, indicating a
significant loss of the function of the mutant enzyme. Moreover, this functional SNP
was observed in nine individuals at a cohort study of 87 carriers of unipolar major
depression patients refractory to drug therapy and older than 60 years of age.
However, some groups, which studied approximately 5000 individuals from multiple
ethnic groups, did not found the variant described by Zhang et al. (2005 a). These
groups enclosed in its samples individuals with severe depression, needing electrical
convulsive therapy, as described by Zhang et al. (2005 a). However, no group had
studied elderly patients trying to find if variant in question was associated with the
late onset depression. After investigating the exon 11 of TPH2 in 164 samples from
elderly patients (103 with late onset depression and 61 in control group) we did not
find the variant described by Zhang et al. (2005 a). Therefore, we conclude that the
variant described by Zhang et al. (2005) is rare and, probably, related to the ethnic

origin of the studied population.
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1.1 — DEPRESSAO:

1.1.1 - HISTORICO:

“ Pesar e culpa, quando prolongados, provocam melancolia.”
Hipocrates, 460-377 AC.

ueAayxoAia (melancolia, do grego, bile negra) é a unica patologia que
manteve a nomenclatura da classificagao hipocratica baseada nos quatro
humores. Hipocrates acreditava que a melancolia era causada pelo humor
‘bile negra” e que seu tratamento consistia na depuragcdo e remogao do
sangue (Wong & Licinio, 2001).

As primeiras descrigbes sobre depressao - estado mental, organico e
espiritual previamente conhecido como melancolia - datam da antiguidade. Ha
trés mil anos, os escritos egipcios refletiam a condicdo humana, o
envelhecimento e a morte de forma muito pessimista. Porém, somente na era
de Hipdcrates o termo melancolia (bile negra) foi usado para denominar um
dos quatro humores. As investigacdes cientificas a respeito dos disturbios do
humor iniciaram-se ha apenas 150 anos. No século XIX, Emil Kraepelin
descreveu e classificou a “insanidade maniaco-depressiva”. Esse autor,
baseado em conceitos clinicos e anatébmicos, considerou a depressao como
uma doenga (Costa e Silva, 2005; Hamet & Tremblay, 2005).

Entretanto, no mesmo periodo, Sigmund Freud reconheceu a
depressdo como uma manifestacdo da internalizagdo de raiva ou perda
(Wong & Licinio, 2001). O pensamento freudiano influenciou profundamente
geragdes de psiquiatras, muito embora algumas de suas hipoteses tenham
sido testadas experimentalmente apenas recentemente. Lerer e
colaboradores (1999) demonstraram que o 6bito precoce de um dos pais €
um fator preditivo altamente significativo de depressdo ao longo da vida,
sendo que o Obito materno determina um risco maior para o desenvolvimento
de depressao do que o paterno. Além disso, observaram que a separagao dos
pais apresenta uma associacdo mais forte com o desenvolvimento de

depressao do que o 6bito de um dos pais.
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Dois grupos britanicos, Maudsley e Newcastle (Lewis AJ, 1934 citado
por Wong & Licinio, 2001; Garside et al, 1971), apresentaram contribuicao
significativa para a compreensado das manifestagdes clinicas da depresséao,
classificando-a como enddgena ou reativa.

A definicdo atual de depressido baseia-se nos resultados do United
Kingdom Diagnostic Project e do estudo colaborativo da psicobiologia da
depressao do National Institute of Mental Health. Estes resultados sustentam
a distincdo entre os transtornos unipolar (depressao) e bipolar (maniaco-
depressivo), descritas no Diagnostic and Statistical Manual of Mental
Disorders (DSM-IV) e na Classificagao Internacional de Doencgas (CID).

Na classificacdo contemporanea das desordens psiquiatricas (DSM-IV),

melancolia é definida como um subtipo de depressao maior.

1.1.2 - IMPORTANCIA:

A depressdo € a segunda condigdo clinica mais comum na pratica
meédica geral, sendo secundaria apenas a hipertensao arterial sistémica
(Whooley & Simon, 2000). Os transtornos depressivos sdo comuns, graves e,
em alguns casos, ameagadores a vida. Causam sofrimento, incapacidade e
desordem social, frequentemente levando a ruptura das atividades de vida
diaria dos pacientes e familiares proximos. E ainda a principal causa mundial
de incapacidade em individuos entre 15 e 44 anos (Hamet & Tremblay, 2005).

O fardo econdbmico para a sociedade € consideravel e comparavel
aquele determinado por outras doengas como a doenca arterial coronariana.
Por atingir individuos relativamente jovens, a depressao representa um custo
econdmico elevado por um prolongado periodo de tempo, acarretando um
impacto elevado na produtividade. A depressdo € reconhecida pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como um problema maior de saude
publica.

Além disso, pacientes deprimidos apresentam um risco aumentado de
morte precoce. O indice de mortalidade em individuos com mais de 55 anos
com Transtorno Depressivo Maior (TDM) pode ser quatro vezes maior do que
na populacédo geral. Uma possivel explicagdo para a redugédo da expectativa

de vida nestes individuos € a doenga cardiovascular, ja que o risco de
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desenvolvimento de infarto do miocardio é quatro vezes maior nestes
pacientes. Também, apds o infarto do miocardio, os sintomas depressivos
aumentam a mortalidade e as complicagbes clinicas e psicolégicas, mesmo
apos o controle da doenca arterial coronariana (Wong & Licinio, 2001).

Individuos com depressao maior também apresentam um risco elevado
para co-morbidades psiquiatricas, como abuso de substancias e disturbio de
ansiedade (Weissman et al., 1996).

E importante considerar que pacientes portadores de depressdo
frequentemente tentam suicidio. Este representa aproximadamente 0,9% das
causas de morte em todo o mundo. Estima-se que 85 a 90% das vitimas de
suicidio apresentam um disturbio psiquiatrico, sendo a depressdo grave o
disturbio mais freqliente. Aproximadamente 21% dos pacientes com
transtorno depressivo recorrente tentardo suicidio (OMS, 2001). Quinze por
cento dos individuos com Transtorno Depressivo Maior grave morrem por
suicidio (DSM 1V). E interessante ressaltar que a histéria familiar positiva para
suicidio constitui fator de risco independente do diagndstico psiquiatrico do
paciente (Trémeau et al., 2005) e associa-se com tentativas de auto-
exterminio mais violentas e letais (Viana et al., 2006).

A seguir encontram-se descritos os principais fatores de risco para
suicidio em pacientes com depresséo maior (Whooley & Simon, 2000):

e |dade maior do que 65 anos;

e Sexo masculino;

e Raca branca;

e Estado civil: solteiro, divorciado, separado ou viuvo (especialmente
sem filhos);

e Desemprego;

e Histdria pessoal ou familiar de disturbio psiquiatrico;

e Abuso de alcool ou drogas;

e Graves eventos estressantes de vida em passado recente;

e Ataques de panico ou ansiedade grave;

e Doenca organica grave (especialmente de inicio recente);

e Desesperanca ou anedonia’ grave;

' Anedonia: perda da capacidade de sentir prazer.
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e Planejamento elaborado de suicidio (especialmente com elevado
potencial de letalidade);

e Acesso a armas de fogo ou outros meios letais;

1.1.3 - EPIDEMIOLOGIA:

E uma das doencas psiquiatricas mais comuns. Apresenta prevaléncia
de aproximadamente 5% na populagdo geral. Entretanto, a prevaléncia ao
longo da vida chega a 20%. O risco para TDM durante a vida em amostras
comunitarias tem variado de 10 a 25% para as mulheres e de 5 a 12% para
os homens. Estudo epidemiolégico populacional envolvendo 10 paises
mostrou uma taxa de depressdo ao longo da vida variando de 1.5 a 19.0
casos a cada 100 adultos e uma taxa anual de 0.8 a 5.8 casos para cada 100
adultos, dependendo da regido, conforme demonstrado na tabela 1
(Weissman et al., 1996). Os indices de prevaléncia para o TDM parecem nao
ter relagdo com etnia, educacao, situacido socio-econdmica ou estado civil
(DSM V).

Acomete 10% dos individuos que buscam os servigos de saude por
motivos diversos. E, pelo menos, 20% dos pacientes portadores de doengas
cronicas, como patologias cardiovasculares e diabetes melito, sofrem de
transtornos depressivos, embora o diagndstico seja feito em uma pequena
minoria (cerca de um tergo dos casos) (Wong & Licinio, 2001). Um tergo dos
pacientes apos infarto agudo do miocardio evoluem com depressao maior
num periodo de 12 meses. Dentre os pacientes portadores de cancer, um
quarto sofre de depressao. Aproximadamente metade dos pacientes com
doencas neuroldgicas apresenta sintomas depressivos. E especialmente
comum em pacientes hospitalizados e durante o processo de recuperagao de
doengas agudas (Costa e Silva, 2005; Ebmeier et al., 2006). A incidéncia da
depressao esta aumentando e a faixa etaria de acometimento esta reduzindo
(Wong & Licinio, 2001).
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Tabela 1: taxa de depressao anual e ao longo da vida e média de idade de

inicio da depressao em 10 paises diferentes:

Localidade Taxa anual / Taxa aolongoda  Média de idade

100 (DP) vida/100 (DP) em anos (DP)
EUA 3.0 (0.8) 5.2 (0.24) 25.6 (0.30)
Edmonton, Alberta 5.2 (0.45) 9.6 (0.6) 24.8 (0.52)
Porto Rico 3.0 (0.49) 4.3 (0.59) 29.5 (1.19)
Paris, Franga 4.5 (0.65) 16.4 (1.16) 29.2 (0.52)
Alemanha Ocidental 5.0 (1.13) 9.2 (1,5) 29.7 (1.18)
Florencga, Italia _ 12.4 (1.33) 34.8 (1.12)
Beirut, Libano _ 19.0 (1,76) 25.2 (1.0)
Taiwam 0.8 (0.09) 1.5 (0.12) 29.3 (1.04)
Korea 2.3 (0.22) 2.9 (0.24) 29.3 (0.88)
Christchurch, Nova 5.8 (0.70) 11.6 (0.96) 27.3 (0.58)

Zelandia

DE: desvio padrao.
Modificado de: Weissman et al. (1996)

1.1.4 - ETIOLOGIA:

A depressdo, conforme atualmente diagnosticada pelo DSM-IV,
provavelmente representa um conjunto heterogéneo de desordens de
multiplas causas. O desenvolvimento de um sistema diagndéstico baseado na
etiologia constitui um dos objetivos das pesquisas atuais (Charney & Maniji,
2004). Embora a etiologia precisa da depressao n&o seja bem compreendida,
um amplo espectro de fatores envolvidos nesta desordem encontra-se bem
conhecido, como fatores bioldgicos, psicolégicos e socio-culturais (Kalia,
2005).

N&o existem duvidas quanto a importancia dos fatores genéticos na
etiologia da depressao. Episddios recorrentes de depressao de inicio precoce
associam-se com maior agregacao familiar (Ebmeier et al., 2006). Estudos
baseados em agregacao familiar demonstram uma herangca em torno de até
50% (Hamet & Tremblay, 2005; Kendler et al., 2005; Levinson, 2006;
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Wurtman, 2005). O risco relativo (RR) para familiares de primeiro grau de
individuos portadores de TDM é de 2 a 3 (Weissman et al., 1984; Maier et al.,
1992).

Os fatores genéticos poderiam predispor a depressdo afetando a
neurotransmissao através do aumento ou reducdo da liberacdo, acao ou
duracéao da atividade do neurotransmissor (Wurtman, 2005).

Os episddios de depressdo maior frequentemente se seguem a um
evento psicossocial severo, como a morte de um ente querido ou divorcio.
Estes eventos exercem papel mais significativo na precipitacédo do primeiro ou
segundo episddio de depressdo maior do que como fator precipitante de
episdédios subsequentes.

Problemas psicossociais como baixo nivel sécio-econémico, disturbios
organicos, incapacidade, isolamento social e institucionalizagdo podem
determinar uma desordem de ajustamento que cursa com humor deprimido
ou desencadear sindromes depressivas mais graves. Durante os primeiros
anos de luto, 10 a 20% das mulheres desenvolvem sintomas de depressao e
a prevaléncia persiste elevada no segundo ano. Além disso, 14% dos idosos
vilvos apresentam depressao maior (Alexopoulos, 2005).

Existe uma forte correlacdo entre eventos estressantes e depressio.
Entretanto, parte dessa associacdo é nao causal, pois os fatores de risco
genético para alguns eventos estressantes também se correlacionam com
uma maior predisposi¢cao para o desenvolvimento de depressao maior. Os
eventos ndo sao experimentados ao acaso. Alguns individuos apresentam
uma persistente tendéncia para envolver-se em situagdes cuja probabilidade
para produzir eventos estressantes é elevada. Postula-se que a combinacao
de fatores genéticos e eventos estressantes poderiam determinar a resposta
individual ao stress e a vulnerabilidade aos disturbios psiquiatricos, dentre
eles a depressao (Kendler et al., 1999).

Além disso, efeitos neurotéxicos (possivelmente relacionados ao
excesso de atividade de corticotropina e/ou aos efeitos antiinflamatérios das
citocinas) danificam ou matam as células do hipocampo, determinando
deficiente funcdo dos peptideos neuroprotetores e sintomas depressivos

subsequentes. Fatores genéticos poderiam alterar o equilibrio entre as
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respostas neurotoxicas e neuroprotetoras ao stress, enquanto os
antidepressivos aumentariam os efeitos neuroprotetores (Levinson, 2006).

O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF) é uma dessas
proteinas neuroprotetoras. BDNF e outros fatores neurotréficos séo
necessarios para sobrevida e fungao dos neurdnios. Desta forma, a reducao
desses fatores poderia afetar a viabilidade neuronal. Estudos preliminares
apontam para a redugdo do BDNF no TDM (Maniji et al., 2001).

Estudos de neuroimagem funcional revelam multiplas anormalidades
no fluxo sanguineo cerebral regional e no metabolismo de glicose nas
estruturas do sistema limbico e do cortex pré-frontal nos disturbios do humor.
Em individuos com depressdo maior familiar ndo tratada, o fluxo sanguineo
cerebral e o metabolismo estdo aumentados na amigdala, cortex orbital,
talamo medial e reduzidos no cortex pré-frontal antero-lateral, médio-dorsal e
cortex ventral cingulado anterior ao corpo caloso (Charney & Maniji, 2004).

A depressdo maior associa-se com ativagdo de regides relacionadas
com o stress e a emogao (por exemplo, amigdala, que determina emocgdes
em resposta a estimulos adversos). Por outro lado, areas que inibem a
expressao da emogao (como o coértex orbital posterior) contém anormalidades
histolégicas que podem interferir com a modulagdo da emogao e da resposta
ao stress (Drevets, 2001). Assim, lesdes (como acidentes vasculares
cerebrais e tumores) envolvendo o cértex pré-frontal ou o estriado (principais
vias de projecao eferente do cortex pré-frontal) e doengas degenerativas
afetando o estriado (como doengas de Huntington e de Parkinson) associam-
se a um risco elevado para o desenvolvimento de depressdo (Starkstein,
1996). Anormalidades do hipocampo também poderiam predispor a
depressao, ja que a redugao de seu volume correlaciona-se com a duragao
do quadro. Alteragcdes do hipocampo sao relevantes principalmente na
populagdo idosa, uma vez que a estrutura € particularmente vulneravel ao

envelhecimento.
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1.1.5 - FISIOPATOLOGIA:

A depressao € considerada como uma desordem multifatorial, que
envolve multiplos genes. Segundo Urani et al. (2005), os episodios
depressivos desenvolvem-se quando fatores patogénicos alcangam
dimensdes extremas ou ocorrem simultaneamente. Estes fatores induzem
disfungbes transitérias ou persistentes em varias regides ou sistemas
cerebrais.

Trés teorias principais tentam definir seus mecanismos bioquimicos e
moleculares: hipéteses das monoaminas, das neurotrofinas e do sistema

hipotalamo-hipofise-adrenal (HHA).

1.1.5.1 - TEORIA DAS MONOAMINAS:

Segundo esta teoria, a depresséo seria secundaria a uma alteragdo da
neurotransmissdo de serotonina, noradrenalina e dopamina. A deficiéncia
monoaminérgica poderia resultar de varios mecanismos, tais como a redugao
da sintese ou aumento da degradacdo de neurotransmissores, alteragao da
funcdo dos receptores dos neurotransmissores e alteracdo dos sistemas de
transducgao do sinal ativados pelos receptores pds-sinapticos.

As monoaminas produzem seus efeitos através de mudancgas
bioquimicas complexas nos neurdnios poés-sinapticos no sistema nervoso
central (SNC), através da interagdo com proteinas sinalizadoras (proteinas G)
nas membranas celulares pds-sinapticas. Estas proteinas G, ligadas a
receptores, apds serem estimulados pelas monoaminas, produzem mudancgas
na forma como os neurbnios pds-sinapticos respondem  aos
neurotransmissores classicos (glutamato e acido aminobutirico).

E importante ressaltar que o nimero de neurénios monoaminérgicos no
SNC é muito pequeno (< 1 em 200.000). Entretanto, esses neurdnios enviam
axobnios para todo o cérebro, formando um sistema modulatério intrinseco que

altera a responsividade total do cérebro (Kalia, 2005).
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1.1.5.2 - HIPOTESE DAS NEUROTROFINAS:

Pela hipotese das neurotrofinas, o BDNF e outras neurotrofinas
influenciam a plasticidade estrutural e apresentam efeitos tréficos nos
neurdnios. Sendo assim, a deficiéncia de BNDF contribuiria para a
fisiopatologia da depresséao.

A figura 1 mostra a via CREB (elemento ligante responsivo ao AMPc -
response element binding protein) - BDNF-TrkB (receptor da tirosina kinase B
- tyrosine receptor kinase B), que encontra-se envolvida na fisiopatologia e no
tratamento da depressdo. A geracdo de monofosfato de adenosina ciclica
(AMPc) resulta na ativagdo de proteina kinase dependente de AMPc (PKA),
que por sua vez, ativa o fator de transcricdo CREB, através de fosforilagao.
CREB, uma vez ativado, aumenta a transcricdo de muitos genes alvos,
incluindo o BDNF, que exerce seu efeito pela ativacdo de seu receptor
especifico - TrkB (Urani et al, 2005)

Figura 1: a hipotese das neurotrofinas:

deprezszan - . .
B I Ry antidepressivos
. . efeitoz troficos
dicocorticdide l
T 5HT ./ ME
GR 3 N
- ‘E':'”Fm.x_ _ SHTZIwAR
;o _a EHTS, B, 7/ f-AR
! .-"-' "-._ g
v, - WA .
.-% 1 Ly e '
s, >, /".z e j‘.}
[ . I_ . //?'-'I'\
Y — *(,h;ﬁ:_ J
hS L
'xx [ CHEBR |
™, e

GR - receptor de glicocorticéide; NE - noradrenalina
Adaptado de: Urani et al.(2005).

O stress crénico e o subsequente aumento dos niveis séricos de
corticosterdides sao considerados fatores de risco importantes para o

desenvolvimento de um episddio depressivo. O stress ou a corticoterapia,
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através da ativagao de receptores de glicocorticoides, causa redugao de RNA
mensageiro (MRNA) do BDNF no hipocampo e em outras regides cerebrais
consideradas importantes na patogénese da depressdo. O stress e a
depressdo determinam reducdo da atividade da via CREB-BNDF-TrekB,
enquanto os antidepressivos levam a uma ativacdo desta cascata de

sinalizacgao.

1.1.5.3 - SISTEMA HIPOTALAMO-HIPOFISE-ADRENAL (HHA):

O stress é considerado como um importante fator patogenético para o
desenvolvimento de episddios depressivos. Sob condigbes fisiologicas, o
sistema HHA é ativado por estressores internos e externos, de forma a
regular as necessidades energéticas em situagdes criticas ou ameacgadoras
ao organismo. O hipotalamo produz fator liberador de corticotropina (CRF)
que estimula a produgcdo de horménio adrenocorticotrépico (ACTH) pela
hipdfise, determinando assim, a sintese e liberagdo de glicocorticéides pelas
supra-renais. A liberacdo de cortisol exerce um feedback negativo no
hipotalamo para manter o equilibrio do sistema.

Muitos pacientes com episodios depressivos graves apresentam
alteragdo da secregdo circadiana do cortisol, determinando niveis séricos
significativamente maiores do que em individuos normais. Esses niveis
usualmente retornam ao normal com a remissdao do quadro depressivo.
Embora esses dados sugiram uma hiper-atividade do sistema HHA na
etiologia dos disturbios do humor, os mecanismos de sua desinibicdo na
depressao nao estao elucidados e parecem envolver varios niveis anatdomicos
de regulacao, dos centros cerebrais mais altos a supra-renal. Os receptores
de glicocorticéides apresentam papel fundamental na regulagdo do sistema
HHA, pois eles acionam o feedback negativo dos glicocorticoides no
hipotalamo e hipocampo. Uma disfuncédo desses receptores poderia explicar a
super-ativacdo do eixo observada nos pacientes deprimidos (Young, 2006).
Alternativamente, uma super-regulagdo primaria do CRF poderia levar a
desinibicdo do sistema HHA e sub-regulagcdo do receptor de corticosterdide
resultando em niveis excessivos de cortisol plasmatico. Assim, a

hipercortisolemia pode ter um papel central na patogénese da depressao.
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1.1.6 - QUADRO CLINICO E EVOLUGCAO DA DOENCA:

A depressdo se caracteriza por uma triade de sintomas: humor
deprimido, anedonia e fadiga.

O transtorno depressivo maior apresenta, essencialmente, curso clinico
caracterizado por um ou mais episédios depressivos maiores e auséncia de
episédios maniacos, mistos ou hipomaniacos?. Nos episddios tipicos de cada
um dos trés graus de depressido (leve, moderada ou grave), o paciente
apresenta um rebaixamento do humor, redugao de energia, e diminui¢gao da
atividade. Existe reducdo da capacidade de experimentar prazer, perda de
interesse, diminuicdo da concentragcdo, associadas em geral a fadiga
importante, mesmo apdés um esforgo minimo. Esses sintomas séao
denominados somaticos. Observam-se em geral alteragbes do sono, com
despertar matinal precoce e redugdao do apetite. A insbnia e a perda de
energia estdo presentes na maioria dos pacientes com depressdo. Existe
quase sempre uma diminuicdo da auto-estima e da autoconfianca e,
frequentemente, idéias de culpa e/ou indignidade, mesmo nas formas leves
(Weissman et al., 1996).

Segundo o DSM 1V, a Depressdao Maior é diagnosticada quando se
satisfazem os seguintes critérios:

e Cinco ou mais dos sintomas descritos abaixo presentes durante o
mesmo periodo de duas semanas, representando uma alteragao a
partir do funcionamento anterior; sendo pelo menos um dos sintomas
(1) humor deprimido ou (2) perda de interesse ou prazer. Sintomas
nitidamente secundarios a condigdo médica geral ou alucinagdes nao
relacionadas ao disturbio do humor ndo devem ser incluidos. A seguir
relacionamos os sintomas que permitem o diagnéstico:

1. Humor deprimido na maior parte do dia, durante quase todos os

dias, indicado por relato subjetivo (por exemplo, sente-se triste ou
vazio) ou observagéo feita por outros (chora muito). Em criangas ou

adolescentes pode se manifestar como humor irritavel,

2 Episddios hipomaniacos - € uma crise de hipomania, transtorno caracterizado pela presenca
de uma elevagéo ligeira, mas persistente do humor, da energia e da atividade, associada em geral a
um sentimento intenso de bem-estar e de eficacia fisica e psiquica.
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2. Interesse ou prazer acentuadamente diminuidos por todas ou quase
todas as atividades na maior parte do dia, durante quase todos os
dias (indicado por relato subjetivo ou observacgao feita por outros);

3. Perda ou ganho significativo e involuntario de peso (por exemplo,
mais de 5% do peso corporal em um més) ou, diminuigdo ou
aumento do apetite durante quase todos os dias. Em criangas,
considerar auséncia do ganho ponderal esperado;

Insdnia ou hipersonia durante quase todos os dias;

5. Agitagdo ou retardo psicomotor durante quase todos os dias
(observaveis por outros; ndo significa sensagdes subjetivas de
inquietac&o ou lentidao);

6. Fadiga ou perda de energia durante quase todos os dias;

7. Sentimento de inutilidade ou culpa excessiva ou inadequada (que
pode ser delirante), durante quase todos os dias (ndo meramente
auto-incriminagao ou culpa por estar doente);

8. Capacidade diminuida de pensar ou concentrar-se, ou indecisao,
durante quase todos os dias (por relato subjetivo ou observacgao
feita por outros);

9. Pensamentos de morte recorrentes (ndo apenas medo de morrer),
ideacdo suicida recorrente sem um plano especifico, tentativa de
suicidio ou plano especifico para cometer suicidio;

¢ Os sintomas nao satisfazem os critérios para um episédio misto;

e Os sintomas ndo se devem aos efeitos fisioldégicos diretos de
determinadas substancias (por exemplo, abuso de drogas ou
medicamentos) ou de uma condigdo médica geral (por exemplo,
hipotireoidismo);

e Os sintomas ndo se devem ao luto, ou seja, apds o 6bito de um ente
querido eles persistem por mais de dois meses ou se caracterizam por
acentuado prejuizo funcional, preocupagao moérbida com desvalia,

ideacédo suicida ou retardo psicomotor;

A gravidade da doencga varia de leve a grave (tabela 2), definida de

acordo com o numero e a gravidade dos sintomas.
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CATEGORIA
DIAGNOSTICA

CRITERIO

DURACAO DOS
SINTOMAS

Depressao menor

2 a 4 sintomas depressivos,
incluindo humor deprimido ou

anedonia.

22 semanas

Distimia

3 ou 4 sintomas distimicos
(humor deprimido, redugao
ou excesso de apetite,
disturbio do sono, perda de
energia, baixa auto-estima,
prejuizo da concentragao e
desesperancga), incluindo

humor deprimido.

=2 anos

Depressao Maior

e Leve

e Moderada

e Grave

25 sintomas depressivos,

incluindo humor deprimido ou

anedonia:

e Poucos sintomas além
daqueles necessarios
para o] diagnostico;
minima alteracao
funcional;

e Maior numero e

intensidade dos sintomas

depressivos, moderada
alteragao funcional;

e Intensidade marcante e
persisténcia dos sintomas
depressivos, substancial

alteracao funcional.

=2 semanas

Adaptado de: Whooley & Simon (2000)

O episddio depressivo grave pode cursar com sintomas psicéticos.

Neste caso além dos sintomas correspondentes ao de um episodio
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depressivo grave, ele se acompanha por alucinagdes, idéias delirantes,
lentiddo psicomotora ou estupor de extrema gravidade. Todas as atividades
sociais normais tornam-se impossiveis e existe risco de ébito por suicidio,
desidratacado ou desnutricao.
A depressao pode ser classificada em multiplos subtipos clinicos

(Wong & Licinio, 2001):

e Inicio: precoce, pos-parto, tardio;

e Curso: episddio unico, recorrente, crénico;

e Gravidade: leve, moderada, grave;

e Remissao: parcial ou total;

e Caracteristicas psicéticas: presentes ou ausentes;

e Caracteristicas cataténicas: presentes ou ausentes;

e Caracteristicas atipicas: presentes ou ausentes;

e Caracteristicas melancolicas: presentes ou ausentes;

e Padrao sazonal;

e Secundaria a doengas clinicas.

Alguns sintomas depressivos podem ser confundidos com os de outros
problemas clinicos. Por exemplo, a perda de peso e a fadiga também podem
manifestar-se em doencas como diabetes, cancer e doengas da tiredide. A
histéria e o exame clinico devem nortear as hipoteses diagnosticas. O
diagndstico é clinico e nenhum exame laboratorial se faz necessario, embora
a dosagem do hormoénio estimulante da tiredide (TSH) esteja indicado em
mulheres acima de 65 anos e em pacientes com sinais e sintomas sugestivos
de hipotireoidismo.

Alguns medicamentos podem estar associados com o desenvolvimento
do transtorno depressivo, como o0s benzodiazepinicos e narcoticos.
Entretanto, poucos medicamentos nao psicotropicos, exceto glicocorticoides e
reserpina, causam sintomas depressivos. Os beta-bloqueadores ndo causam
depressao (Whooley & Simon, 2000).

Seu inicio pode ocorrer em qualquer faixa etaria, porém a média de
idade situa-se em torno dos 25 anos. Tipicamente, seu curso € recorrente e

0s pacientes apresentam periodos sintomaticos alternados com periodos de
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remissdo. A maioria dos pacientes recupera-se dos episodios depressivos
maiores (Wong & Licinio, 2001). Alguns individuos apresentam episodios
isolados permanecendo muitos anos livres de sintomatologia, enquanto outros
tém episddios agrupados e outros, episddios progressivamente mais
frequentes a medida que envelhecem. Algumas evidéncias sugerem que 0s
periodos de remissdo, em geral, apresentam duragdo mais prolongada no
curso inicial do transtorno.

Uma proporcao substancial dos doentes apresenta um curso crénico.
Em acompanhamento prospectivo durante cinco e 10 anos, 12 e 7% deles,
respectivamente, ainda encontram-se deprimidos. Dos pacientes que se
recuperam, ha uma alta taxa de recorréncia e aproximadamente 75% deles
experimentardo mais de uma recorréncia dentro de um periodo de 10 anos
(Costa e Silva, 2005). O numero de episddios prévios é fator determinante da
probabilidade de desenvolver um episoédio depressivo maior subsequente.
Aproximadamente 50 a 60% dos individuos com episodio unico de TDM tém
um segundo episodio. Individuos com dois episodios tém uma probabilidade
de 70% de apresentarem um terceiro e, aqueles que apresentaram trés
episédios apresentam probabilidade de 90% de evoluirem para um quarto
episédio. Cerca de 5 a 10% dos individuos que apresentam episddio unico de
TDM desenvolve, subseqlientemente, um episédio maniaco® (transtorno
bipolar 1). Dentre os idosos existe uma forte tendéncia a recorréncia, com
taxas que variam de 50 a 90% em dois a trés anos (Reynolds et al., 2000).

Os episodios depressivos maiores podem regredir (cerca de dois tergos
dos casos) parcial ou completamente ou, n&do regredir (cerca de um ter¢o dos
casos). Os individuos que evoluem com remissao parcial apresentam maior
probabilidade de desenvolverem novos episodios e de continuarem com um

padrao de recuperacéo parcial entre os episodios.
1.1.7 - DEPRESSAO EM IDOSOS:

Em pacientes idosos € uma sindrome heterogénea quanto a etiologia e

aos aspectos relacionados ao tratamento. Assim como em adultos mais

3 Episédio maniaco - Presenga de uma elevagao do humor fora de proporgéo com a situagao
do sujeito, podendo variar de uma jovialidade descuidada a uma agitagédo praticamente incontrolavel.
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jovens, sua causa freqlientemente & multifatorial e fatores biologicos e
psicossociais desempenham papel fundamental. Afeta, principalmente,
portadores de doencgas cronicas, declinio cognitivo ou incapacidades. Causa
sofrimento, desordem familiar e incapacidade. Piora a evolugdao das doencas
organicas e determina aumento da mortalidade (Alexopoulos, 2005).

Os idosos estao expostos a varios possiveis fatores de risco que
contribuem para a elevada prevaléncia da depressao (Forlenza, 2000).
Entretanto, tanto a prevaléncia quanto a incidéncia sao habitualmente
subestimadas, em fungao, principalmente, de sua manifestagao atipica neste
periodo da vida. Também, em portadores de doencgas crbnicas, seus sintomas
podem ser desvalorizados e considerados como secundarios a doencga de
base. Dessa forma, € importante a utilizacdo de critérios diagnosticos
apropriados para a faixa etaria (Shoog, 2004; Vanltallie, 2005).

A prevaléncia da doenca em idosos, institucionalizados ou nao, varia
entre 1 a 16%, sendo de 0,9 a 9,4% entre aqueles que residem em domicilio e
de 14 a 42% entre idosos institucionalizados. Essas variacbes se devem a
diferengas metodolégicas entre os estudos epidemiolégicos e da regiao
estudada. Nos Estados Unidos da América (EUA), a prevaléncia global de
depressdo maior entre individuos acima de 65 anos é de 5,7%. Tanto a
prevaléncia quanto a incidéncia de depressao dobram na faixa etaria
compreendida entre 70 a 85 anos. Em pessoas acima de 85 anos € muito
prevalente e associa-se fortemente com incapacidade cognitiva e funcional
(Stek et al., 2004). Chega a acometer 40% dos idosos hospitalizados.

Os principais fatores predisponentes sdo: sexo feminino, doencas
crOnicas, incapacidade cognitiva, incapacidade funcional, perda ou redugao
do contato social e histéria prévia de depressao (Alexopoulos, 2005; Djernes,
2006). Schoevers et al. (2000) ressaltaram a importancia do luto como fator
desencadeador da depressao de inicio tardio. Apesar da participagao destes
fatores de risco na etiologia da depressado, em faixas etarias mais elevadas
eles parecem nao apresentar importancia tdo significativa quanto na
depressao em adultos jovens (Stek et al., 2004; Blazer & Hybels, 2005).

Os idosos apresentam risco aumentado de morrer em decorréncia de
tentativa de auto-exterminio. A incidéncia de suicidio nesta populagdo é

praticamente duas vezes mais alta do que na populagao geral, sendo que as
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taxas de suicidio sdo especialmente elevadas no sexo masculino. As
sindromes depressivas estao presentes em 80% dos individuos acima de 74
anos que cometem suicidio. Desta forma, especialmente neste grupo de
pacientes, a depressdo maior assim como o0 abuso de substancias sao fatores
de risco para o suicidio.

O padrao de sintomas depressivos que ocorre em idosos é
absolutamente diferente daquele manifestado por grupos etarios mais jovens.
Relato espontaneo de problemas como “ansiedade, stress e depressao” é
menos frequente. O reconhecimento dos sintomas depressivos €, muitas
vezes, dificultado pela presenca de doencas organicas. Além disso, sintomas
de depressdo em idosos podem ser equivocadamente considerados como
consequéncias naturais do envelhecimento e de eventos adversos da vida
(Stek, 2004; Yang & George, 2005).

Muitas dificuldades diagnésticas sao superadas pela utilizagdo de
instrumentos diagndsticos especificos para a idade, como a escala de
depressao geriatrica (GDS, versdo 15 itens) (Sheikh & Yesavage, 1986).
Almeida e Almeida (1998) validaram a verséo reduzida (GDS-15) em lingua
portuguesa como um indicador relativamente estavel do humor do
entrevistado. Dessa forma, a GDS-15 pode ser utilizada para detec¢do de
casos de depressao no idoso e monitoramento da gravidade dos sintomas ao
longo do tempo. A versao em portugués dessa escala encontra-se descrita na
tabela 3. O ponto de corte 4/5 (ndo caso/caso) apresenta elevados indices de
sensibilidade e especificidade, devendo ser considerado na pontuacao final
para o diagnéstico do transtorno em idosos (Almeida & Almeida, 1998).

Idosos ndo dementes portadores de depressdo frequentemente
apresentam dificuldades na concentragado, velocidade do processamento
mental e nas fungdes executivas. A depressdo em idosos pode ser um
sintoma de deméncia incipiente (Skoog, 2004). Os sintomas de depressao
frequentemente precedem o declinio cognitivo e a deméncia. Muitos idosos
manifestam quadro demencial durante um episddio de depressao que regride
apos a remissao do quadro depressivo (pseudo-deméncia). A maioria destes
pacientes apresenta depressdo de inicio tardio. Entretanto, uma grande
propor¢ao de individuos com deméncia reversivel mantém algum grau de

incapacidade cognitiva apés remissao do episédio depressivo e cerca de 40%
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desenvolve deméncia irreversivel dentro de trés anos de seguimento. A

depressao ocorre em 17% dos pacientes com doenga de Alzheimer e é mais

freqliente nas deméncias subcorticais*. Desta forma, a deméncia reversivel é

uma manifestacao precoce frequente de um transtorno irreversivel e constitui

um indicador para progredir a investigagdo com o objetivo de se identificar

uma deméncia passivel de tratamento (Alexopoulos, 2005).

Tabela 3: Escala de depresséao geriatrica - versao 15 itens

Escala de depresséao geriatrica (GDS-15)

Sim

Z
an
o

1- Vocé esta basicamente satisfeito com sua vida?

2- Vocé se aborrece com frequéncia?

3- Vocé se sente um inutil nas atuais circunstancias?

4- Vocé prefere ficar em casa a sair e fazer coisas novas?
5- Vocé sente que sua situagado nao tem saida?

6- Vocé tem medo que algum mal va lhe acontecer?

7- Vocé acha que sua situagao é sem esperanca?

8- Vocé acha maravilhoso estar vivo?

9- Vocé sente que sua vida esta vazia?

10- Vocé sente que a maioria das pessoas esta melhor que vocé?

11- Vocé se sente com mais problemas de memoaria do que a maioria?

12- Vocé perdeu muitos de seus interesses e atividades?
13- Vocé se sente de bom humor a maior parte do tempo?
14- Vocé se sente cheio de energia?

15- Vocé se sente feliz a maior parte do tempo?

O O A A O ) a0

-~ A O O O O O -~ O O O o o o -~

Pontuacéo:

Pontos de corte: normal (0-4), acima de 5 sugere o diagnéstico de depressao.

* Deméncia subcortical — sindrome clinica que apresenta como caracteristicas principais:
bradifrenia (lentificacdo do pensamento), anormalidades de memoria, perda da habilidade em
manipular o conhecimento previamente adquirido e alteragdes do humor e personalidade
(especialmente apatia, depressao e irritabilidade). Pode ocorrer na doenga de Parkinson, doenga de
Huntington, paralisia supranuclear progressiva, calcificagdo idiopatica dos nucleos da base,

sindromes degenerativas talamicas e espinocerebelares, entre outras (Haddad, 2000).
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1.1.7.1 - DEPRESSAO DE INiCIO TARDIO:

Refere-se as sindromes depressivas definidas pelo DSM IV da
American Psychiatric Association e CID-10 que acometem idosos apos os 65
anos. Krishman et al. (1995) sugerem 50 anos como o ponto de corte para a
depressao de inicio tardio. Os pacientes caracterizam-se por apresentar
elevadas taxas de incapacidade cognitiva, alteragdes psicomotoras, anedonia;
maior risco para o desenvolvimento de deméncia; pior desempenho em testes
neuropsicolégicos; fatores de risco para doenga cerebrovascular e/ou
evidéncia de lesao estrutural comprometendo vias fronto-subcorticais em
estudos de neuroimagem e historia familiar de depressdo menos frequente.

Individuos que apresentam doenca cerebrovascular, particularmente de
pequenos vasos, apresentam risco mais elevado para o desenvolvimento de
depressdo de inicio tardio, neste caso, denominada “depressao vascular’
(Hickie et al., 2001). A depress&o maior também compromete entre 25 a 50%
dos pacientes apos acidente vascular cerebral (AVC). A doencga
cerebrovascular pode predispor, precipitar ou perpetuar as sindromes
depressivas de inicio tardio. A fluéncia verbal e a nomeacao de objetos sao
as funcdes cognitivas mais afetadas na depress&o vascular. Os individuos
acometidos apresentam mais frequentemente apatia, lentiddo e perda do
insight5 e, menos frequentemente, agitacdo e sentimento de culpa do que
idosos deprimidos sem fatores de risco vasculares. Além disso, existe maior
grau de incapacidade e comprometimento cognitivo (Alexopoulos, 2005). As
alteracbes cerebrovasculares a ressonéncia nuclear magnética (RNM)
aparecem como sinal de hiper-intensidade de sinal em imagens de T2,
designadas leucoencefalopatia, infartos silenciosos e leucoaraiose®.

Define-se por sindrome depressao-disfuncdo executiva a depressao
maior associada com disfuncado fronto-estriatal proeminente. Caracteriza-se
por retardo psicomotor, reducdo de interesse por atividades, incapacidade

para execucao de atividades instrumentais da vida diaria, redugao do insight e

> Insight — habilidade de um individuo para encontrar solugdes para os seus problemas.
® Leucoaraiose - rarefagdo da substancia branca por degeneragao arteriolar levando a infartos
incompletos.
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presenca de sinais vegetativos’. A disfuncdo fronto-estriatal altera a
apresentacao e o curso da depressao maior de inicio tardio através de maior
retardo psicomotor, com consequente aumento da apatia. A disfuncéo
executiva, expressao clinica das anormalidades fronto-estriatais, € comum na
depressao de inicio tardio e persiste apds melhora dos sintomas relacionados
ao humor. As alteragcbes subcorticais que comprometem as vias fronto-
estriatais sdo frequentemente complicadas por depressao e disfungao
executiva (Alexopoulos, 2005).

Os fatores biolégicos provavelmente interagem com fatores
psicossociais, como empobrecimento, incapacidades, isolamento,
institucionalizagdo, atividade como cuidador e obito de um ente querido.
Esses contribuem para alteragdes fisioldgicas que, por sua vez, aumentam a
susceptibilidade a depressdo ou desencadeiam depressdo em idosos
vulneraveis.

A figura 2 resume os fatores de risco que levam ao transtorno
depressivo, principalmente na depressao de inicio tardio.

Existem evidéncias sugerindo uma associacao entre o transtorno
depressivo maior de inicio precoce (recorrente) e a redugcdo do volume do
hipocampo (Bell et al., 2002; Sheline et al., 2003). Episddios depressivos
recorrentes poderiam determinar uma disfungdo do lobo temporal que
determinaria, ao longo do tempo, redugcdo da neurogénese no hipocampo.
Raap et al. (2005) sugerem que, dentro das sindromes de depressao
geriatricas, o transtorno depressivo maior geriatrico recorrente pode
representar um subtipo fenomenoldgico distinto da depresséo geriatrica de
inicio tardio. Estando a disfungdo especifica do lobo frontal associada a
depressao de inicio tardio e a disfuncédo do lobo temporal a depressao maior
recorrente. A doenga cerebrovascular, principalmente a doenga isquémica de
pequenos vasos, seria um importante fator na patogénese da depressao de

inicio tardio.

” Sinais vegetativos - ou somaticos, inclui alteragdes no sono (insbnia ou hipersonia), no
apetite e no peso, perda da libido, constipagao e fadiga.
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Figura 2: modelo da interacdo dos fatores de risco no desenvolvimento dos

transtornos depressivos.

HAS, DM, DAC, AVC

Fatores genéticos, doencgas
neuroldgicas, AVC

\ LesdOes em vias fronto-estriatais,
amigdalas e hipocampo

Vulnerabilidade para depressao

Eventos vitais
estressantes

=

=

Suporte social

Transtorno depressivo

Hipertensdo arterial sistémica (HAS), diabetes melito (DM), doenga arterial coronariana

(DAC), acidente vascular cerebral (AVC).

Modificado de: Krishnan (2002).

1.2 - SEROTONINA E DEPRESSAO:

Em 1940, Rapport e

colaboradores isolaram, purificaram e

identificaram a serotonina ou 5-hidroxitriptamina (5-HT), como uma substancia

que aumenta o ténus vascular (figura 3).

Figura 3: estrutura quimica da serotonina
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Nos tecidos periféricos, a 5-HT, além de regular o ténus vascular,
controla a motilidade intestinal, a hemostasia primaria e a resposta imune
celular. E uma substancia hidrofilica e, como tal, ela ndo atravessa a barreira
hematoencefalica. Assim, seu isolamento no cérebro indica que ela é
sintetizada no cérebro.

A neurotransmissao serotoninérgica esta envolvida em inumeras
fungbes fisiologicas do SNC e sistema nervoso periférico. Como
neurotransmissor, a 5-HT apresenta papel importante nas fungdes cerebrais e
muitas doengas neuropsiquiatricas, como depressao, esquizofrenia, autismo,
agressao e comportamento suicida estdo relacionados a disfungao
serotoninérgica no SNC (Lesch, 2004; Malhotra et al., 2004). Medicamentos
que agem em neurdnios serotoninérgicos e seus receptores séo utilizados no
tratamento de doencas como depressdo, transtorno de ansiedade e
esquizofrenia.

Também, existem evidéncias crescentes do papel dos
neurotransmissores no desenvolvimento cerebral, atuando na modulacdo da
construcdo e na neuroplasticidade®. A serotonina foi o primeiro
neurotransmissor ao qual foi atribuido um papel no desenvolvimento cerebral.
A 5-HT é liberada pelos axbénios antes mesmo do estabelecimento das
sinapses convencionais. Além disso, modelos genéticos que apresentam
como alvo o sistema serotoninérgico mostram que alteragdes transitorias na
homeostase da serotonina podem causar mudangas permanentes no
comportamento adulto e modificar a fina rede de conexdes cerebrais. E,
abordagens de genética molecular através de estudos animais demonstram
que diferentes receptores de serotonina, agindo em diferentes estagios do
desenvolvimento cerebral, modulam diferentes processos de desenvolvimento
cerebral, como neurogénese, apoptose, ramificagbes axonais e
dendritogénese (Gasper et al., 2003).

Os corpos celulares de neurbnios que produzem serotonina localizam-
se numa zona restrita do tronco encefalico. A maioria encontra-se nos nucleos

da rafe, na linha média do rombencéfalo, e um pequeno numero localiza-se

® Neuroplasticidade - capacidade dos sistemas neuronais de adaptar suas atividades ou
fungdes de acordo com o aumento da demanda.
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na formacao reticular. Alguns corpos celulares serotoninérgicos encontram-se
fora dos nucleos da rafe e apenas 40 a 50% dos corpos celulares dos nucleos
da rafe sdo serotoninérgicos (Frazer & Hensler, 1999). Os neurdnios contendo
5-HT sdo conhecidos como grupo de células B1-B9 e se aglomeram em dois
subgrupos: a divisdo caudal (B1-B5, correspondendo a rafe palidus, magnus,
obscurus e ponte) e a divisdo anterior (B6-B9, correspondendo aos nucleos
da rafe medial e dorsal). O numero total de neurbnios serotoninérgicos &
pequeno; entretanto, eles promovem uma inervacéao relativamente extensa a
medida que seus axdénios enviam amplas projecées para o coértex cerebral,
amigdala, hipocampo, hipotalamo e para a medula (figura 4). Os terminais
serotoninérgicos fazem sinapse com neurdnios alvos e liberam serotonina

apos estimulagao nervosa (Gaspar et al., 2003).

Figura 4: Organizacao dos neurdnios serotoninérgicos no tronco cerebral

—

) B1-B5 - grupo caudal
i~ B6-B9 - grupo anterior

N

Os neurbnios serotoninérgicos compreendem nove grupos (B1-B9). O grupo de células
serotoninérgicas caudais, B1-B5 (amarelo) projeta-se para o tronco cerebral e medula,
enquanto o grupo de células anterior, B6-B9 (vermelho) envia ramificagdes terminais difusas
para o diencéfalo e o telencéfalo.

Adaptado de: Gaspar et al. (2003).

Ao nivel periférico, a serotonina pode determinar vasoconstricdo na
presenca de lesdes aterosclerdticas encontrando-se envolvida na
fisiopatologia da hipertensdo essencial, hipertensdo pulmonar, agregacéo
plaquetaria, formacéo de trombo e ateroma. Essas agbes fisiopatologicas

poderiam explicar a relacdo entre o aumento da mortalidade das doencas
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cardiovasculares na presencga de depressao (Whyte et al., 2001; Ramasubbu,
2003).

Nos neurdnios que sintetizam 5-HT, o passo inicial da sintese é
facilitado pelo transporte do aminoacido L-triptofano do sangue para o
cérebro. A proteina alimentar € a fonte primaria de triptofano. Outros
aminoacidos neutros, como fenilalanina, leucina e metionina s&o
transportados da mesma forma para o cérebro. O transporte de triptofano
para o cérebro ndo se relaciona apenas com sua concentragdo sanguinea,
mas também com sua concentragdo em relagao a dos aminoacidos neutros.
Sendo assim, baixas concentracdes dietéticas de triptofano associadas ao
consumo elevado de aminoacidos que competem com o triptofano pelo
transporte através da barreira hematoencefalica, reduzem o conteudo de 5-
HT no cérebro e alteram certos comportamentos associados a funcido da
serotonina. A sintese de serotonina pode aumentar em resposta a elevagao
das concentracdes cerebrais de triptofano através do aporte dietético.

Os neurdnios serotoninérgicos contém a enzima triptofano hidroxilase
(TPH) que converte triptofano em 5-hidroxitriptofano (5-HTP). Este é um
passo limitante na sintese de serotonina. No SNC esta enzima é sintetizada
nos corpos celulares dos neurbnios serotoninérgicos do nucleo da rafe e é
encontrada apenas nos neurdnios que sintetizam serotonina. Sua distribuicao
cerebral € semelhante aquela da serotonina. A enzima TPH contem 444
aminoacidos, correspondendo a um peso molecular em torno de 51000, com
50% de homologia com a tirosina hidroxilase, enzima limitante da sintese de
catecolaminas. As maiores homologias residem nas regides centrais e C-
terminais dessas enzimas.

A TPH, enzima limitante da sintese de serotonina, pertence a
superfamilia das hidroxilases de aminoacidos aromaticos, assim como a
fenilalanina hidroxilase (PAH) e a tirosina hidroxilase (TH). Ela é detectada
principalmente no tronco encefalico e nas células intestinais enterocromafins.

A administracao de triptofano (precursor da serotonina ), associada ou
nao a medicagcado antidepressiva, apresenta efeitos benéficos no tratamento
da depressado. Além disso, pacientes com depressdo maior em remissao
evoluem com sintomas depressivos quando submetidos a depleg¢do aguda de

triptofano (Leyton et al., 2000). Booij et al. (2005) observaram que a deplecao
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dietética de triptofano resulta em novo episddio de depressdo em pacientes
previamente tratados com SSRI (inibidores seletivos da recaptacdo de
serotonina).

Outra enzima envolvida na sintese da serotonina € a decarboxilase dos
aminoacidos aromaticos que converte 5-HTP em 5-HT. Sob condicbes
fisiolégicas, a decarboxilase ndo é saturada pelo 5-HTP. Consequentemente,
€ possivel aumentar o conteudo de 5-HT no cérebro também através do

aumento de aporte de 5-HTP. A figura 5 resume a sintese da serotonina.

Figura 5: sintese da serotonina

Triptofano

l TPH

5-hidroxitriptofano

5-decarboxilase dos
aminoacidos aromaticos

Serotonina

l MAO + aldeido dehidrogenase

Acido 5-hidroxiindolacético

TPH - triptofano hidroxilase; MAO - monoamina oxidase.
Modificado de: Frazer & Hensler (1999).

Apods a sintese, a serotonina é estocada em vesiculas por meio de
transporte ativo a partir do citoplasma. Os transportadores vesiculares usam o
gradiente eletroquimico gerado pela ATPase-H", de forma que o consumo de

5-HT é acoplado ao efluxo de hidrogénio.
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A liberacdo da serotonina ocorre por exocitose® dependente de calcio
(Ca?*). O influxo de Ca** aumenta a liberagdo de 5-HT. Esse ion estimula a
fusdo da membrana vesicular com a membrana plasmatica.

O transportador da serotonina (SERT, 5-HTT, SLC6A4) é responsavel
pelo transporte ativo de 5-HT nos neurdnios, células enterocromafins,
plaquetas e outras células. No cérebro, situa-se nas membranas pré-
sinapticas dos terminais nervosos e nas arvores dendriticas em proximidade
aos corpos celulares contendo serotonina no mesencéfalo e nos nucleos da
rafe do tronco encefalico. Opera, primariamente, alternando o mecanismo de
acesso ao sodio (Na*), cloro (CI) e 5-HT através de um sitio unico de ligacéo,
que da acesso ao exterior da célula. Quando esse sitio encontra-se saturado
desencadeia-se uma mudanc¢a conformacional que o fecha para acesso ao
meio externo e o abre para a superficie citoplasmatica da membrana. Apds a
dissociacdo de 5-HT, Na® e CI', o potassio (K*) liga-se ao mesmo sitio de
ligac&o para facilitar a mudanga conformacional que torna disponivel o meio
extracelular. Neste processo, um sitio de ligagdo multifuncional é responsavel
pelo movimento de ions e 5-HT. A disponibilidade da serotonina é regulada
unicamente pela acao do transportador de serotonina (5-HTT). Ele captura as
moléculas de 5-HT e as transporta de volta para o terminal nervoso, tornando-
as disponiveis para reciclagem dentro das vesiculas sinapticas.
Consequentemente, a atividade da serotonina nos receptores € inversamente
proporcional ao numero de moléculas funcionais de 5-HTT presente na
membrana pré-sinaptica. A atividade do 5-HTT regula a concentragcédo de
5-HT na sinapse e, por sua vez, influencia a transmissao sinaptica (Murphy et
al., 2004, Sibille & Lewis, 2006).

O gene do 5-HTT localiza-se no brago longo do cromossomo 17
(cromossomo 17911.2) e é composto por 14 exons que codificam uma
proteina de 630 aminoacidos. Dois polimorfismos comuns no gene 5-HTT
foram descritos: o polimorfismo de repeticdo em tandem em nimero variavel '°
(VNTR) localizado no intron 2 e; uma delecao-insercao de extensao variavel

na regido &', localizada a aproximadamente uma kilobase do inicio da zona de

° Exocitose - descarga do contetido celular a partir da vesicula de estocagem.
10 Repeticdes em tandem em numero variavel (VNTR) - ocorréncia de repeticdes adjacentes,
em numero variavel, de uma sequéncia repetitiva.
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transcricdo, denominada regidao de polimorfismo ligada ao gene 5-HTT (5-
HTTLPR), na regidao de controle transcricional. Ambos os polimorfismos
parecem apresentar uma pequena, mas significativa influéncia, na resposta
ao tratamento com os SSRI (Lotrich & Pollock, 2004).

Em células embrionarias, o polimorfismo VNTR no intron 2 que contém
nove (STin2.9), 10 (STin2.10) ou 12 (STin2.12) repeticbes em tandem pode
afetar a atividade transcricional. Existem duas variantes comuns na regiao
promotora’ do gene, ambas normais. Um alelo' compostos por 14 (alelo
“‘curto” ou “S”) e outro por 16 (alelo “longo” ou “L”) elementos repetitivos, cada
um deles contem de 20 a 23 pares de bases. Raramente ocorrem alelos com
um numero maior de elementos repetitivos (“super-longo”, “XL” e “XXL”, com
até 20 repeti¢cdes). A frequéncia alélica observada nas populagbes norte
americana e européia é a seguinte: 55 a 63% para o alelo “L” e 36 a 45% para
o alelo “S” (Ramasubbu, 2003); com uma distribuigdo genotipica de 32% “LL”,
49% “LS” e 19% “SS” (Murphy et al., 2004). As variantes “S” e “L” modulam a
atividade transcricional da regido promotora da SERT, determinando
diferencas no seu mRNA e na densidade protéica.

Existem evidéncias a favor da participagcdo do 5-HTT na fisiopatologia
da depressdo. Parsey et al. (2006) demonstraram, em estudo de
neuroimagem, que individuos com episddios de depressao maior apresentam
menor potencial de ligagao do transportador da serotonina na amigdala e no
mesencéfalo quando comparados com individuos normais.

O alelo “S” associa-se a uma redugao de aproximadamente 50% na
expressao da proteina transportadora de serotonina, assim como maior
vulnerabilidade para desenvolvimento de transtornos do humor (ansiedade e
depressao) e resposta inadequada aos SSRI, que agem através da inibicao
do 5-HTT (Hariri & Brown, 2006). Hoegfgen et al. (2004) observaram que a
frequéncia alélica de “S” era maior numa grande amostra de pacientes
alemaes com depressao maior do que no grupo controle. Caspi et al. (2003)
demonstraram que individuos homozigotos para o alelo longo séao

relativamente resistentes aos eventos estressores, enquanto aqueles

" Regido promotora - regiao do gene que controla o inicio da produgéo da proteina.
'2 Alelo - uma das varias formas alternativas do gene no mesmo locus.
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homozigotos para o alelo curto sdo relativamente sensiveis a eles. Estes
achados foram confirmados por outros autores (Eley et al., 2004; Kendler et
al., 2005; Wilhelm et al., 2006; Zalsman et al., 2006). Grabe et al. (2005) e
Sjoberg et al. (2006) observaram que mulheres portadoras do alelo curto
eram mais vulneraveis aos efeitos dos fatores ambientais adversos. Mulheres
com histéria familiar positiva para depressao, portadoras do alelo “S”
apresentam um risco aumentado para o desenvolvimento de sintomas
depressivos durante a deplegdo de triptofano (Neumeister et al., 2002).
Correa et al. (2004) observaram uma associagao entre o polimorfismo de 5-
HTTLPR e comportamento suicida numa amostra de brasileiros portadores de
TDM e esquizofrenia. Neves et al. (2007) também demonstraram uma
associacdo entre o alelo “S” e comportamento suicida, desvinculado da
presenca de transtorno bipolar.

Esses resultados sugerem uma interagcdo gene-ambiente na qual a
resposta do individuo aos insultos ambientais seria modificada por sua carga
genética. Entretanto, outros estudos apresentam resultados conflitantes.
Taylor et al. (2006) encontraram associagao entre o alelo “L” (e ndo o “S”), na
a presenca de fatores ambientais e o0 desenvolvimento de sintomas
depressivos. Surtees et al. (2005) ndo observaram interagdo entre o
polimorfismo de 5-HTTLPR, fatores ambientais e o desenvolvimento de
depressao.

Taylor et al. (2005) demonstraram que individuos portadores de
depressao de inicio tardio, homozigotos para o alelo “L”, exibiam menor
volume do hipocampo, enquanto a depressao de inicio precoce associava-se
a menores volumes de hipocampo em individuos portadores do alelo “S”.
Possiveis explicagbes para esses achados incluem as interagbes entre o
sistema serotoninérgico e os fatores neurotroficos ou a resposta do cortisol ao
stress, cada um deles podendo afetar os volumes do hipocampo.

Alguns estudos atribuem a resposta terapéutica e a incidéncia de
efeitos adversos a medicacdo antidepressiva a existéncia de polimorfismos
genéticos no sistema serotoninérgico. A presenga do alelo “S” pode
determinar reducdo da eficacia a fluvoxamina em pacientes com depressao
maior (Smeraldi et al., 1998; Zanardi et al., 2001). Resultado semelhante foi

observado em relagao a resposta ao tratamento com paroxetina em pacientes
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com depressao maior de inicio tardio (Pollock et al., 2000). Smits et al. (2004),
em uma meta-analise, concluiram que, em pacientes caucasianos, a resposta
aos SSRI parece ser mais favoravel na presenga do gendtipo “SS”.

O polimorfismo de 5-HTTLPR também parece estar relacionado com o
desenvolvimento de efeitos adversos aos SSRI. Murphy et al. (2004)
observaram que a presencga do alelo “S” do 5-HTTLPR esta associado com
maior incidéncia de efeitos adversos e menor aderéncia ao tratamento com
paroxetina. Neste mesmo estudo, um segundo grupo de pacientes recebeu
mirtazapina. Dentre estes, os portadores do alelo “L” apresentaram maior
incidéncia de efeitos colaterais. Considerando-se que a mirtazapina induz a
liberagao central ndo apenas de serotonina (como a paroxetina), mas também
de noradrenalina, estes resultados sugerem que as diferengas nos
mecanismos de acdo das duas substancias, associadas ao polimorfismo de 5-
HTTLPR, podem determinar diferentes padrbes de efeitos adversos.

Malhotra et al. (2004) concluiram que o efeito do polimorfismo na
regido promotora do 5-HTT no tratamento com SSRI é o principal achado da

farmacogenética anti-depressiva até o momento.

Apos descricdo dos polimorfismos genéticos envolvidos no
transportador da serotonina, retomamos aos processos de sintese e
metabolizacdo da mesma. A monoamina oxidase (MAO) converte o
neurotransmissor em 5-hidroxiindolacetaldeido e, este, pela agado da aldeido
dehidrogenase, é convertido em acido 5-hidroxiindolacético (figura 5).

Apos liberagao pelas vesiculas sinapticas dos terminais nervosos no
espaco extracelular, a serotonina liga-se a varios tipos de receptores pré e
pos sinapticos. Estes, por sua vez, ativam ou reprimem diversas cascatas de
transducdo e, assim, alteram o estado funcional dos neurbnios alvos,
enquanto induzem, também, a alteragdes estruturais prolongadas através da
regulacdo da expressdo genética. O receptor 5-HT,n localiza-se em
neurdnios pos-sinapticos e pode ser importante no desenvolvimento de

efeitos adversos aos antidepressivos (Cusin et al., 2002).
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1.3 - O GENE CANDIDATO:

Varias linhas de evidéncia tém demonstrado que os sintomas
depressivos estdo associados com alteracdo funcional do sistema
serotoninérgico, o qual se encontra envolvido na regulagdo do humor em
humanos. Por exemplo, muitos antidepressivos de uso corrente estdo
direcionados contra receptores e enzimas deste sistema, o retardo da
neurotransmissao de serotonina pela depleg¢ao de triptofano pode precipitar o
surgimento de sintomas depressivos. Anormalidades na fungdo dos
receptores e do transportador de serotonina cerebrais sdo demonstradas em
pacientes deprimidos. Dessa forma, os genes envolvidos na sintese,
transporte e degradagdo de serotonina tém recebido especial atencdo no
esforgo de desvendar as bases genéticas da depressao (Christiansen, 2007).

A triptofano hidroxilase € a enzima limitante na via da sintese da
serotonina. Como tal, € um gene candidato para uma variedade de
fendmenos comportamentais incluindo transtornos do humor, suicidio e tragos
de personalidade.

O gene para uma forma da triptofano hidroxilase (TPH1, cromossomo
11p15.3-p16) foi clonado, minuciosamente examinado para polimorfismos e
submetido a inumeros estudos de associacdo genética. Nenhum destes
estudos demonstrou associagao robusta entre os polimorfismos da TPH1 e
algum fendbmeno comportamental (Breidenthal et al., 2004). Serretti et al.
(2001) estudaram o polimorfismo A218C (localizado na regido nao
codificadora’ do gene da triptofano hidroxilase) e mostraram que o alelo A
associava-se a uma resposta terapéutica ruim em 217 pacientes deprimidos
tratados com fluvoxamina e em 121 tratados com paroxetina. Em fungao da
variante A218C nao alterar a expressao ou estrutura da proteina triptofano
hidroxilase, seu efeito farmacogenético poderia estar relacionado a outro
polimorfismo funcional em proximidade.

Durante muitos anos, acreditou-se que um unico gene codificando a
TPH fosse responsavel pela biossintese de serotonina. Entretanto, Walther et

al. (2003) demonstraram a existéncia de dois genes TPH distintos. Esses

3 Regido nao codificadora - ocorre nos introns (regides nao codificantes) dos genes.
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autores observaram que camundongos knockout'* para TPH1 apresentavam
niveis cerebrais normais de serotonina, sugerindo que a TPH1 ndo era a
enzima limitante da sintese de serotonina no SNC. Apds a identificacdo da
TPH2, o grupo demonstrou que ela possui atividade triptofano hidroxilase e se
expressa exclusivamente no SNC. A figura 6 demonstra os niveis séricos e
tissulares de 5HT encontrados por Walther et al. (2003). Em humanos, os
genes da TPH1 e TPH2 localizam-se nos cromossomos 11 e 12,
respectivamente, e codificam duas enzimas diferentes. Elas apresentam
identidade sequencial de 71%, comparada a 52% entre a TPH1 e a PAH,
outro membro da familia das hidroxilases dos aminoacidos aromaticos
(Mckinney et al., 2005). Todas as sequéncias estrutural e funcionalmente
importantes da TPH1 s&o conservadas na TPH2. Seu gene localiza-se no
cromossomo 12g21.1, compreende 11 exons e cobre uma regidao de
aproximadamente 93,5 kilobases (kb). A TPH1 é expressa perifericamente
(coragao, pulmao, rim, duodeno, figado e supra-renal) e na pineal, enquanto a
TPH2 é responsavel pela sintese de serotonina em outras regides cerebrais,
como cértex frontal, talamo, hipocampo, hipotalamo, amigdala e no tronco
encefalico (principal localizacdo dos neurdnios produtores de serotonina).
Esses achados sugerem que esta isoforma da enzima, e ndo a TPH1, seja
relevante para o comportamento humano. A sequéncia genética da TPH2
encontra-se descrita no anexo 1.

Peters et al. (2004) observaram que pacientes com diagnostico de
depressao maior unipolar portadores de SNPs (polimorfismo de nucleotideo
unico) na TPH2 apresentaram melhor resposta a fluoxetina.

Zill et al. (2004a) relataram uma associagdo entre um SNP nao
funcional (rs1386494), localizado no intron 5, com o transtorno depressivo
maior, observando uma frequéncia maior do alelo G entre os casos. Além
disso, Zill et al. (2004b) observaram uma associacdo entre um bloco de
haplétipos, localizado entre os exons 5 e 7, e suicidio, sugerindo um possivel
envolvimento de polimorfismos na regidao reguladora do gene, ou genes

adjacentes, na etiologia dos disturbios do humor e do suicidio.

" Knockout - do inglés, silenciado, mutante na qual um gene funcional foi substituido por
uma forma nao funcional ou silenciosa.
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Figura 6: Niveis séricos e tissulares de 5-HT encontrados em linhagens de

camundongos selvagens (wildtype) e deficientes (knockout) para TPH.
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Camundongos TPH+/+: wildtype (selvagem) e TPH-/-: knockout (deficientes) para
TPH. Niveis tissulares de 5-HT ndo se alteram no hipocampo e cértex pré-frontal,
tanto nos knockout quanto nos wildtype, ao contrario do que é observado no sangue
periférico e duodeno.

Modificado de: Walther et al. (2003).

Zhou et al. (2005) sequenciaram os 11 exons da TPH2, incluindo as
regides intrénicas nao codificadoras de cada exon, a regido promotora e, 0.5
kb na regido 3’ n&o transcrita de 190 individuos. A analise foi realizada
procurando por 15 SNPs, com extensdo de 106 kb. Os autores demonstraram
uma associacado entre um bloco de haplétipo da TPH2 (localizado entre os
introns 5 e 8, com pelo menos 52 kb) em relagdo ao suicidio e a depressao
maior.

Brown et al. (2005), ao examinar uma amostra de 31 voluntarios
saudaveis através de ressonancia nuclear magnética funcional e analise do
SNP (G(-844)T) localizado na regido reguladora da TPH2 sobre a reatividade
da amigdala, mostraram uma maior atividade da amigdala em portadores do
alelo T em comparagao com o alelo G.

Van Den Bogaert et al. (2006) observaram uma associagao protetora
do alelo A de rs11178997 (SNP localizado na regidao 5 promotora de TPH2)
em pacientes com depressdo maior. Também, na analise baseada em
haplotipos, demonstraram um efeito protetor nestes pacientes e em pacientes
com transtorno bipolar. Estes resultados sugerem que os haplétipos
protetores aumentam a expressao de TPH2 e, consequentemente, aumentam

os niveis de serotonina no cérebro. Sendo assim, um aumento da expressao
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de TPH2 poderia proteger contra o desenvolvimento de depressao maior e
transtorno bipolar.

Zhang et al. (2004) identificaram o primeiro SNP funcional (C1473G),
resultando na substituicdo de uma prolina por arginina na posi¢cao 447 da
TPH2 de camundongos. A expressao da TPH2 mutante (P447R) em células
PC12" revelou uma reducgdo de 55% nos niveis de 5-HT quando comparado
a TPH2 selvagem (wild-type). Além disso, camundongos homozigotos para o
alelo mutante (1473G) mostraram diminuicdo de 50 a 70% nas taxas de
sintese cortical e estriatal, acompanhada por redugéo de 40% do conteudo de
serotonina tissular quando comparados com camundongos homozigotos para
o alelo selvagem (1473C). Estes animais mostravam comportamentos
significativamente diferentes e resposta alterada aos antidepressivos. Estas
observagoes sustentaram evidéncias diretas do papel fundamental da TPH2
na sintese cerebral de 5-HT e incitaram o interesse por mutagdes
semelhantes na TPH2 humana (hTPH2) que fossem capazes de alterar a
homeostase da serotonina no SNC em determinadas condigdes
neuropsiquiatricas.

Zhang et al. (2005a) relataram uma variante funcional da hTPH2
(G1463A) associada com um risco aumentado para depress&o maior unipolar.
O alelo de risco, encontrado em 1.4% dos controles (n=219) e 10.3% dos
casos (n=87), codifica uma variante da TPH2 (R441H) que apresenta
reducdo de 80% na atividade enzimatica. A reducao da atividade foi medida
através da dosagem dos niveis de 5-HT nas células PC-12 transfectadas’®
com a TPH2 mutante. A maioria dos individuos portadores do alelo de risco
também apresentava historia familiar positiva para doenga psiquiatrica e
resposta reduzida aos SSRI. Dos controles que apresentaram a variante, um
apresentava sintomas de ansiedade e, dois, depresséo leve. Estes achados
sugerem que a variante 441H da TPH2 poderia predispor a varias condigdes
psiquiatricas e modular a resposta farmacolégica a muitas classes de
medicamentos que apresentam como alvo o sistema serotoninérgico
cerebral. Além disso, as alteragdes funcionais previamente encontradas em

camundongos sustentam a hipétese que a TPH2 apresenta  papel

> Células PC 12 - células de feocromocitoma
'® Células tranfectadas - células eucariotas que absorvem DNA.
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fundamental na regulacdo dos niveis de 5-HT no cérebro. Desta forma, a
reduzida atividade da variante R441H de hTPH2 poderia contribuir para a
fisiopatologia de um amplo espectro de desordens psiquiatricas e teria um
papel fundamental no tratamento das mesmas. A tabela 4 resume os

resultados encontrados por Zhang et al. (2005a).

Tabela 4: sumario dos resultados encontrados em individuos portadores do
SNP (G1463A) da TPH2

Pacientes Paciente Sexo Idade Alelo HF Tendéncia Ansiedade Resposta Nota

com TDM suicida SSRI
N=87 1202 F 72 AA - + - + 1SSRI

1204 M 80 G/A + + - - 1SSRI
1406 M 74  AA - - + +
1745 M 71 G/A + - + -
1747 M 82 G/A + + - -
1830 F 69 G/A + - - -
1861 F 65 G/A + + - -
1902 F 7  AA+ + + -
1975 M 64 G/A + + + -

Controles

N=219 1174 F 76  AA - + A

1541 F 80 G/A + - DL
1996 F 75 G/A + - DL

TDM - transtorno depressivo maior; HF - histéria familiar; SSRI - inibidores seletivos da
recaptacdo de serotonina; 1SSRI - doses elevadas de SSRI, A - ansiedade; DL- depresséo
leve.

Adaptado de Zhang et al. (2005a).

O polimorfismo G1463A foi observado na regiao codificadora do gene,
com substituicdo de Arg441 (CGT) por His (CAT) (figura 7). A comparagao
das sequéncias entre os varios genes da mesma familia, TH, PAH, TPH1 e
TPH2, revelou que Arg441 é altamente conservada e fundamental para
manutencao da atividade enzimatica. Interessante ressaltar que uma mutacéao
R408W em posicdo correspondente da PAH abole a atividade enzimatica e

leva a fenilcetonuria, a forma mais grave da hiperfenilaninemia.
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Figura 7: SNP G1463A da TPH2 humana

142 1463 1614
hTPH2 alelo R441/G

XTG ....... TCA ATT ACC CtST CCCTTCTCA....... TéA

hTPH2 alelo H441/A  ATG.....TCAATT ACCCATCCCTTCTCA........ TGA

Varios autores (Glatt et al., 2005; Van Den Bougaert et al., 2005; Zhou
et al., 2005) tentaram replicar os resultados de Zhang et al (2005a) sem
sucesso. Ao todo, foram investigados mais de 5000 individuos, entre grupo
controle, portadores de depressao grave (inclusive resistentes ao tratamento)
e de disturbio bipolar.

Baseado nos resultados encontrados por Zhang et al. (2005 a) e na
possibilidade do SNP funcional descrito associar-se com a depressao em
pacientes idosos (baseando nas caracteristicas da populagcdo estudada)
consideramos importante estudar o polimorfismo na depressdo de inicio

tardio.
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1.4 - OBJETIVOS

1.4.1 - OBJETIVO GERAL:

Avaliar a existéncia do SNP G1463A de TPH2 em uma amostra da

populacgao brasileira.

1.4.2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Avaliar a existéncia de G1463A na TPH2 em uma populagdo de
pacientes com depressao de inicio tardio.

e Avaliar a existéncia de G1463A na TPH2 em uma populagao de idosos
sem histéria pessoal e familiar de doencas neuropsiquiatricas

e Elucidar se existe correlacédo entre G1463A da TPH2 e a depresséo de

inicio tardio.
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2.1 — AMOSTRA ESTUDADA:

Cento e sessenta e quatro individuos participaram deste estudo, sendo
103 pacientes portadores de depressdo de inicio tardio (87 mulheres e 16
homens, com idade entre 62 e 96 e média de 77,2 +/- 7,3 anos) e 61
individuos pertencentes ao grupo controle (43 mulheres e 18 homens, com
idade entre 60 e 97, com média de 70,8 +/- 9,1 anos). Foram selecionados
pacientes portadores de depressao maior de inicio tardio atendidos no Centro
de Referéncia do Idoso do Estado de Minas Gerais Professor Caio Benjamin
Dias. Todos os individuos foram orientados a respeito do protocolo de
pesquisa e assinaram o termo de consentimento esclarecido para
participacao do trabalho.

O diagnéstico de depresséo foi feito baseado nos critérios do DSM IV e
da escala de depressao geriatrica (Sheikh & Yesavage, 1986; Almeida &
Almeida, 1998). Individuos com diagnostico de deméncia nao foram incluidos
na amostra. Sete destes pacientes encontravam-se institucionalizados. Todos
foram submetidos a avaliagdo multidimensional do idoso segundo protocolo
do Centro de Referéncia do Ildoso. Além disso, realizamos revisdo de
prontuario de todos os casos.

Os individuos pertencentes ao grupo controle foram criteriosamente
selecionados entre pacientes em controle clinico no mesmo centro de
referéncia. Através de entrevista, selecionamos aqueles que nao
apresentavam historia pessoal ou familiar (parentes de primeiro grau) de
doencas neuropsiquiatricas possivelmente associadas com o polimorfismo
definidas como depressdo, desordem do panico, autismo, transtorno
obsessivo-compulsivo, esquizofrenia e alcoolismo. Também participaram
como integrantes deste grupo individuos com as mesmas caracteristicas
previamente descritas que integravam programa de atividade fisica
supervisionada para a terceira idade na escola de educagdo fisica da

Universidade Federal de Minas Gerais.
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2.2 - GENOTIPAGEM:

2.2.1 - EXTRACAO DO DNA:

Apods exame clinico, todos os participantes foram submetidos a coleta
de sete e meio mililitros de sangue venoso periférico em tubos contendo o
anti-coagulante EDTA. Apos a coleta, o sangue era armazenado a -20 ° C até
a extracdo do DNA. O DNA gendmico foi extraido a partir do sangue total por
meio do kit da Promega (Wizard® Genomic Blood DNA Purification

Kit,Promega, USA) de acordo com as normas do fabricante.

2.2.2 — AMPLIFICACAO DO DNA:

Realizamos a amplificagao do exon 11 da TPH2 a partir da técnica de
PCR (polimerase chain reaction), descrita por Seiki et al. (1988), que consiste
na replicagdo “in vitro” de fragmentos especificos de DNA pela enzima
Thermus aquaticus (Taq) DNA polimerase. Para isso sao utilizados pares de
primers (iniciadores), ou seja, sequéncias curtas de oligonucleotideos (18-22),
complementares as regides 5' e 3', que delimitam o segmento de DNA a ser
amplificado e funcionam como os iniciadores da reagdo. O método é
programado para permitir a amplificacdo seletiva de uma sequéncia alvo de
DNA a partir de uma colegao heterogénea de sequéncias de DNA.
A amplificacédo pela PCR consiste nos seguintes passos:
1. Desnaturagéao (separagao da fita dupla) do DNA a 94°C ou 95°C;
2. Anelamento dos iniciadores — os primers formam hibridos com o
DNA nas regides de sequéncia complementar. A temperatura de
anelamento é variavel para cada par de iniciador;
3. Extensao da fita de fita de DNA a partir dos primers anelados pela
taq polimerase - apés o anelamento, o material € aquecido até
72°C, temperatura ideal para a atividade da Taq polimerase. E,
assim, os deoxi-nucleotideos trifosfato (dNTPs) sdo incorporados
aos primers, formando uma nova fita de sequéncia complementar a

fita molde;
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4. Repeticao das etapas 1 a 3. Estas etapas sao repetidas geralmente
entre 25 a 35 vezes. A cada ciclo sucessivo, duplica-se a
quantidade de DNA sintetizada no ciclo anterior, resultando em um
acumulo exponencial (2") dos fragmentos a serem amplificados, em
que n representa o numero de ciclos;

5. Extensdo final: esta etapa de incubagdo prolongada tem por
objetivo assegurar que toda a populagdo de DNA amplificada
encontre-se como uma fita dupla e de tamanho completo;

6. Incubacdo a 4°C até analise dos resultados.

Desde que se utilizem condi¢cdes adequadas, o produto de amplificacédo

obtido é bastante especifico para a regido do DNA gendmico a ser estudada.

Para amplificacdo do exon 11 da TPH2 foram utilizados pares de
primers especificos. Os primers (oligonucleotideos iniciadores) foram
definidos usando o software Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer3/primer3_www.cgi), manufaturados pela Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA) e encontram-se descritos a seguir:

Primer TPH2 11F

Sequéncia de oligonucleotideos 5—3: CCT CGT ACC AAT GAG GGT TG
Primer TPH2 11R

Sequéncia de oligonucleotideos 5—3': GCT GCT AAG CCC CAA AAAG

O anexo 2 mostra o exon 11 da TPH2 com as respectivas localizacbes
dos iniciadores F e R.

O DNA foi amplificado em volume final de 50ul de reagao contendo: de
100 a 300 ng de DNA, 1,5 mM de dNTPs (dATP, dGTP, dTTP, dCTP), 10
picomoles de cada primer, 1,25 pl da enzima Tag DNA polimerase, 2,5 mM
MgCI2 e, 10 % de volume final de tampao de incubacgao.

As solugdes utilizadas para a reagao de PCR encontram-se descritas
no anexo 3.

A amplificagdo foi realizada em um termociclador (Mastercycle gradient
termocycler, Eppendorf AG, Hamburg) com as seguintes etapas:

desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por 35 ciclos de


http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
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desnaturacao a 95°C durante 30 segundos, anelamento a 59°C durante 30
segundos, extensdo a 72°C por 60 segundos e, uma extensdo final com

duragao de 10 minutos.

Logo:

95°C - 5 minutos;

95°C - 30 segundos;

59°C - 30 segundos;

72°C - 1 minuto;

Ir a0 passo 2: repetir 35 vezes;
72°C - 10 minutos;

4°C - indeterminado

N o o bk~ wbd =

Para cada reacao foi feito um controle negativo, contendo todos os
componentes da reagao, exceto a amostra de DNA.
A amplificagdo dos fragmentos de PCR foi confirmada através da

eletroforese em gel de poliacrilamida.

2.2.3 - ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA:

A amplificagdo dos fragmentos de PCR foi confirmada através da
eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE). O método consiste na migragao
do fragmento de DNA através de uma matriz inerte, sob a agdo de um campo
elétrico. A matriz € um polimero de acrilamida que confere resisténcia
suficiente ao meio, dificultando a mobilidade do DNA em relacdo ao seu
tamanho, sendo capaz de separar fragmentos de até 1 Kb. Foi utilizado gel na
concentracéo de 6,5% para obter uma faixa de separagao de 50-100 pares de
base, abrangendo a faixa de tamanho dos fragmentos em estudo.

Trés microlitros de cada produto de PCR, misturados a 1 ul de tampéao
de corrida (gel loading buffer) foram aplicados em cada canaleta do gel. Foi
aplicado em uma canaleta do gel, 1,0 pl de padrao de peso molecular (100 pb
DNA /adder 0,06 pg/ul- Gibco BRL) para determinagdo do peso molecular do
fragmento amplificado. A corrida foi realizada em tampao TBE 1X pH 8,3 a

160 V, durante 30 a 40 minutos, em gel de 8 x 10 x 0,75 cm , utilizando-se
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uma cuba especifica (mini vertical gel eletrophoresis unit, Sigma) (Maniatis et
al., 1982).
As solugdes utilizadas na eletroforese em gel de poliacrilamida

encontram-se descritas no anexo 4.

2.2.4 — COLORACAO PELA PRATA:

Apods o término da corrida, o gel foi submetido a coloragéo pela prata
para visualizagao do material amplificado (adaptagdo do método descrito por
Bassam et al., 1991). Esse método baseia-se na capacidade da prata se ligar
ao DNA fixo em uma matriz, sendo posteriormente oxidada, produzindo uma
coloragao que vai do amarelo escuro ao preto e permitindo a identificacdo de
fragmentos de DNA que migram no gel, de acordo com o seu peso molecular.

O protocolo de coloragao pela prata encontra-se descrito na tabela 5.

Tabela 5: Protocolo de coloragao pela prata:

Reagente Tempo Condigdes

1. Acido acético a 10% 10 minutos sob agitacao

2. Agua destilada 3 minutos sob agitagao

3. Solucéao de prata® 8 minutos sob agitacao

4. Agua destilada 30 segundos sob agitacao

5. Revelador** até coloragéo aparecer  sob agitagao

6. Acido acético 5 minutos agitagao
opcional

7. Agua destilada Sminutos agitacéo
opcional

8. Secar em papel celofane 12-24 horas

* 8 ml de solugao de nitrato de prata: 20,38 mg/ml, 75 ul de formaldeido 37%, 50 ml de
agua destilada. ** 1,5 g de carbonato de sédio, 75 pl de formaldeido 37%, 20 pl de tiossulfato de

sédio e 50 ml de agua destilada.



59

As solucdes utilizadas na coloragao pela prata encontram-se descritas

no anexo 5.

2.2.5 - PURIFICACAO DO PRODUTO DE PCR:

Consiste na purificagao do material amplificado, eliminando fragmentos
inespecificos, de baixo peso molecular, como, por exemplo, excesso de
iniciadores, que podem inibir a reagado de sequenciamento.

Produtos de PCR foram purificados utilizando-se o Kit de purificacédo
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences, Little
Chalfont, England), seguindo protocolo do fabricante. Foram utilizados 100 pl
de produto de PCR e obtidos como produto final 20ul de DNA concentrado e

purificado.

2.2.6 — SEQUENCIAMENTO AUTOMATICO:

A reacgdo de sequenciamento segue os principios descritos por Sanger
em 1981. Baseia-se na sintese de uma fita de DNA pela DNA polimerase, a
partir de um molde de fita simples. Segue o mesmo principio basico do PCR,
porém difere em duas caracteristicas: apenas um iniciador é usado e utiliza
2'3'-dideoxinucleotideos (ddNTPs) além dos dNTPs. Os ddNTPs séao
analogos aos dNTPs normais, porém diferem pelo fato de ndo possuirem um
grupamento hidroxila no carbono da posi¢gdo 3’, bem como no carbono 2’, o
que impede uma ligacao fosfodiester com outro dNTP, interrompendo assim
a extensao da nova fita de DNA que se forma, causando uma terminagao
abrupta na sintese da cadeia.

Os ddNTPs s&o marcados com fluoro cromos. S&o utilizados 4
diferentes fluoro cromos e, uma vez excitados, emitem luz em diferentes
comprimentos de onda. Os produtos da reacédo de sequenciamento, ao serem
submetidos a eletroforese, passam pelo feixe de laser, promovendo a
excitagdo dos fluoro cromos. E possivel identificar, assim, a cor da ultima
base fluorescente adicionada e a informacdo é processada através de um

programa de computador.



60

A reacado de sequenciamento automatico foi realizada utilizando Big
Dye Terminator Kit (ABI Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA).

Foram utilizados os seguintes componentes, com as respectivas
quantidades:

e Produto de PCR - 100 pl;

e Primer - 3,2 pmoles;

e Tampao de diluigdo - 4 ul;

e Terminator ready reaction mix - 4 pl.

A amplificagdo foi realizada em um termociclador PTC-100-60,
seguindo os seguintes parametros, apos desnaturacao inicial a 96°C por 5
minutos, para 25 ciclos:

1. 96° por 30 segundos;
2. 50° por 15 segundos;

3. 60° por 4 minutos.

Finalizada a amplificagao, o produto da reacao foi precipitado com 80 pl
de isopropanol 75% por 15 minutos em temperatura ambiente e, centrifugado
por 25 minutos a 16.000 x g, descartando-se o sobrenadante. Adicionou-se
150 pl de etanol 70% ao precipitado e, novamente foi centrifugado por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado e o produto foi submetido a
temperatura de 80°C por 2 minutos. Posteriormente, foi ressuspendido em 12
Ml da solugcdo de TSR (Template Supression Reagent, ABl PRISM, USA). O
produto final foi armazenado a 4° C até ser analisado no aparelho de
sequenciamento automatico ABI PRISM 310 (Genetic Analyser with Power
Machintosh Controllers), que utiliza o processo de cromatografia em coluna
capilar para separar os produtos da reacao. A interpretagao dos resultados foi
realizada em Software Sequencing Analysis.

A leitura do grafico foi realizada com o programa Chromas
(Technelysium).

As solugdes utilizadas no sequenciamento encontram-se descritas no

anexo 6.
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Para analise da diferenga de idade entre os grupos utilizamos o Mann-

Whitney Rank Sum Test e para avaliagéo das diferengas entre os grupos com

relacao a sexo e raga utilizamos o Chi-square test.

As tabelas 6 e 7 resumem os dados relativos a género e raga,

respectivamente, em ambos os grupos.

Tabela 6: numero de individuos nos grupos controle e pacientes com relagao

ao género.

GRUPO FEMININO MASCULINO TOTAL
CONTROLE 43 18 61
PACIENTES 87 16 103

TOTAL 130 34 164

P= 0,095

Tabela 7: numero de individuos nos grupos controle e pacientes com relagao

araca.

GRUPO MELANODERMA | FAIODERMA | LEUCODERMA | TOTAL
CONTROLE 7 20 34 61
PACIENTES 10 50 43 103

TOTAL 17 70 77 164

P=10,16
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3.1 — ANALISE DA AMOSTRA ESTUDADA:

Os grupos eram semelhantes quanto a ragca e género, porém
encontramos diferenca estatisticamente significativa com relagdo a idade de
inclusao no estudo (p< 0,001).

3.2 - RESULTADOS GENOTIPICOS:

Nao foi encontrado nenhum polimorfismo no exon 11 da TPH2 nos 164

individuos estudados (103 pacientes portadores de depressao de inicio tardio

e 61 controles).

A figura 8 demonstra um gel de poliacrilamida com os produtos de PCR

do exon 11 da TPH2, com formacéo de banda em torno de 300 pb:

Figura 8: gel de poliacrilamida com produtos de PCR do exon 11 da TPH2.

e I____._,,_——--—'-'

Pa MM

Pa: padrao; MM: controle negativo.
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A figura 9 demonstra o sequenciamento do exon 11 da TPH2 - 1463G.

Figura 9 : sequenciamento do exon 11 da TPH2, 1463G.

Assinalado 1463G
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A depressao maior € uma das doengas psiquiatricas mais comuns, com
uma prevaléncia total estimada entre 5% e 17%, dependendo da populagéo
estudada e dos critérios utilizados para o diagnostico da doenga. Segundo
dados da OMS, é a maior causa de incapacidade mundial. Para o ano de
2020 a previsao é que se torne a segunda causa de incapacidade, perdendo
apenas para a doenca cardiaca isquémica.

Além das elevadas taxas de morbidade clinica, relaciona-se com um
aumento da mortalidade principalmente quando associada a doenca arterial
coronariana (DAC). Além disso, até 15% dos pacientes com transtorno
depressivo maior grave morrem vitimas de suicidio. Entretanto, observa-se
que muitos individuos com depressao que poderiam ser tratados de forma
eficaz ndo procuram ou obtém tratamento.

Apesar da elevada prevaléncia e do grande impacto econdmico para a
sociedade, pouco se sabe a respeito da etiologia da doenca. Embora os
estudos epidemioldgicos demonstrem um componente ambiental indiscutivel,
os fatores genéticos também s&o importantes (Abkevich et al., 2003). Existe
uma crescente aceitagdo da interacdo entre genética e o ambiente. Tais
interagdes levariam a expressao dos eventos ambientais apenas na presencga
de uma base genética permissiva (Lesch, 2004).

Embora a era pds-genética ainda esteja na infancia varios marcos ja
foram alcangados: a variagdo na expressao genética ja foi confirmada como
de fundamental importancia nas diferengas individuais, as interagdes gene-
ambiente tém sido estabelecidas em humanos e modelos primatas nao
humanos, as correlagbes gene-fendtipo tém sido fundamentadas por
neuroimagem funcional e, o conceito de redes de genes que controlam o
desenvolvimento cerebral estd em crescente reconhecimento. Considerando-
se a complexidade etiolégica e psicobiolégica dos transtornos do humor, ndo
€ surpreendente que a identificacdo de fatores genéticos especificos seja
extremamente dificil e continue a figurar entre as fronteiras do conhecimento
genético (Lesch, 2004).

Os estudos genéticos tém contribuido para esclarecer os fatores
etiologicos relacionados com a depressdo. A genética promove uma forma de
esclarecer correlagbes causais entre os achados biolégicos (niveis de

substancias no plasma, fluido cerebroespinhal, urina; neurocimagem,
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alteragdes em linfécitos) e as doencgas psiquiatricas. Existem duas
estratégias basicas para o estabelecimento da etiologia genética: estudos de
ligacdo (linkage analysis) (trago—gene), associando uma regido
cromossOmica com um trago ou doencga; e, os estudos de associagao
(gene—trago), estabelecendo uma frequéncia aumentada de uma variante
natural (um polimorfismo ou alelo susceptivel) dentro de uma regido do gene
entre os casos portadores do trago ou doenga comparado a um grupo
controle pareado. O maior desafio para o esclarecimento de tragcos complexos
e doengas psiquiatricas tem sido a heterogeneidade genética, quer dizer,
diferentes vias genéticas para uma so6 patologia (Gershenfeld et al., 2005).

O esclarecimento dos fatores genéticos determinantes da depressao
pode contribuir para o desenvolvimento da medicina “preditiva® ou
personalizada, que tem emergido como uma tendéncia futura, incluindo a
area da farmacogenética'’. Esta tem por objetivo individualizar o tratamento,
judiciosamente combinado ao perfil biolégico uUnico do individuo,
proporcionando maior eficacia e seguranga ao tratamento.

A variacdo na resposta clinica individual ao tratamento psicotrépico
permanece um problema critico na conducdo de pacientes com doencgas
mentais graves. Embora uma minoria de pacientes apresente remissao
completa dos sintomas, uma grande propor¢do continua a apresentar
sintomas psiquiatricos  significativos. Além disso, muitos pacientes
desenvolvem eventos adversos induzidos por medicamentos, que variam
desde problemas leves até ameacadores a vida. Também, a eficacia dos
medicamentos psicotropicos geralmente demanda algumas semanas de
tratamento. Assim, o periodo de tempo necessario para se concluir a respeito
da ineficacia do farmaco e se indicar uma farmacoterapia alternativa pode ser
demasiadamente longo para alguns pacientes com disturbios graves do
humor, especialmente para os idosos. Durante este periodo, os pacientes em
tratamento podem experimentar sintomas psiquiatricos continuos, perda de
emprego, disfungao social, morbidades clinicas e, também, cometer suicidio.

Esforcos precoces para identificar fatores preditivos da resposta aos

R Farmacogenética — estudo das diferengas interindividuais determinadas geneticamente em
resposta aos agentes farmacolégicos.
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medicamentos psicotropicos baseados apenas em parametros clinicos tém
sucesso limitado. A farmacogenética usa a informacao genética para guiar a
farmacoterapia e promover decisbes terapéuticas individualizadas
cientificamente embasadas.

Atualmente, existe um interesse crescente no uso de variantes
genéticas para predizer a resposta ao tratamento medicamentoso. Este
interesse € muito maior no tratamento farmacoldgico dos transtornos
psiquiatricos, os quais, em geral, ainda sdo tratados empiricamente e
apresentam taxa inaceitavel de faléncia ao tratamento de primeira escolha.
Uma grande quantidade de variantes do DNA, na forma de SNPs e a
tecnologia da genotipagem torna mais compreensivel as variantes genéticas
nos genes de interesse para a resposta terapéutica (Peters et al., 2003).
Assim, estudos de associacdo gendmica em larga escala agregados a
informacdo genética podem auxiliar a psiquiatria a entrar no mundo da
medicina “preditiva”. Esta determinagdo com biomarcadores (“bioassinatura”)
pode prognosticar eficacia, seguranga e risco do tratamento farmacoldgico,
limitando a exposigao a efeitos adversos graves e potencialmente letais entre
individuos susceptiveis (Gershenfeld et al., 2005).

Considerando-se os efeitos deletérios do tratamento inadequado ou
das reacgdes adversas na populagao idosa, a determinagao de biomarcadores
em idosos com TDM seria de fundamental importancia para garantir uma
terapéutica especifica.

Considerando-se o limitado poder dos estudos de ligacdo para
deteccdo de pequenos efeitos genéticos, a pesquisa da genética molecular na
depressdo depende de estudos de associacdo usando variantes de DNA
(acido desoxirribonucléico) dentro ou proximo aos genes candidatos de
relevancia etioldgica ou fisiopatologica. As variantes genéticas de impacto
significativo na  funcionalidade dos componentes de neurotransmisséo
cerebral, como o sistema da serotonina, sdo um ponto de inicio racional. O
envolvimento da 5-HT e a expressao dos genes serotoninérgicos nos varios
processos presentes no desenvolvimento cerebral, assim como na
neuroplasticidade sinaptica na vida adulta, sugerem que a predisposigéo a
depressao parece ser influenciada pela variabilidade genética da fungéo da 5-
HT.
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A serotonina esta associada ao controle do humor e a uma grande
variedade de fungdes, incluindo a regulagdo do sono, percepg¢ao de dor,
temperatura corporal, atividade hormonal, cognigdo, percepgédo e atencgao,
agressividade, “interesse sexual”’, apetite e nivel de energia. Muitas destas
fungdes sao relevantes para a etiologia do transtorno depressivo e, por isso,
existem hipoteses que preconizam que os disturbios da atividade da 5-HT sao
cruciais na etiologia desta condi¢c&do. A 5-HT e/ou seus metabdlitos na urina e
no SNC encontram-se reduzidos em pacientes com transtorno do humor. A
quantidade de 5-HT em cérebros de vitimas de suicidio esta reduzida quando
comparada aos controles.

Embora a deficiéncia isolada da serotonina ndo possa explicar a
fisiopatologia dos disturbios do humor, a interacdo de baixos niveis de
serotonina no cérebro com outros sistemas neurotransmissores no SNC é
considerada importante na etiologia da depressdo e outros disturbios do
humor (Kalia, 2005).

O esclarecimento dos mecanismos genéticos envolvidos nas
alteragdes das vias serotoninérgicas, assim como suas interagdes com fatores
ambientais na etiologia do transtorno depressivo, visa permitir, em futuro
proximo, uma melhor abordagem diagnéstica baseada nos fatores de risco e
definir abordagens terapéuticas mais adequadas, baseadas em marcadores
genéticos.

Inimeros genes envolvidos nas vias serotoninérgicas, incluindo
sintese, transporte e transmissédo de sinais tém sido estudados com objetivo
de elucidar a etiologia e a fisiopatologia da depressdo e suas possiveis
implicagdes na farmacoterapia da mesma. Assim, inumeros polimorfismos
foram descritos no 5-HTT, receptores da serotonina e TPH. Esta € a enzima
limitante da via biossintética de 5-HT, responsavel pela regulagdo de seus
niveis. Numerosos estudos genéticos e funcionais tém investigado o papel do
gene da isoforma 1 da TPH (TPH1) no transtorno depressivo, desordem
bipolar, esquizofrenia, alcoolismo, abuso de drogas, agressdo e suicidio.
Porém, nenhum deles levou a evidéncias convincentes sobre o envolvimento
da TPH1 na patogénese destas doencas (Breidenthal et al., 2001; Serreti et
al., 2001).
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Em 2003, Walther et al. demonstraram que camundongos knockout
homozigotos para TPH1 continuavam a produzir 5-HT no cérebro, enquanto a
sua expressdo nos tecidos encontrava-se ausente ou significativamente
reduzida. Esta producao ocorria por intermédio da nova isoforma descoberta,
a TPH2. Sua homologia em humanos, localizada no cromossomo 12qg21.1,
passou entdo a ser considerada como uma possivel candidata para a
etiologia do transtorno depressivo (Abkevich et al., 2003). No cérebro
humano, existem niveis elevados de mRNA da TPH2 nos nucleos da rafe,
regido onde os neurdnios serotoninérgicos sdo os principais componentes
(Gasper et al., 2003).

Possiveis interagcdes entre TPH1 e TPH2 devem ser consideradas
como mecanismos moduladores na patogénese do comportamento suicida e
desordens relacionadas com disturbios do sistema serotoninérgico. Isto
poderia também explicar os resultados conflitantes do gene TPH1 em varios
disturbios psiquiatricos (Serretti et al., 2001; Peters et al., 2004).

Desde sua descoberta, numerosos estudos tém investigado a TPH2 e
seu envolvimento nos transtornos do humor (Eley et al., 2004). Zhang et al.
(2004) encontraram uma variante Pro447Arg em varias linhagens de
camundongos, que resultava em redugao dos niveis de 5-HT cerebral. Zhang
et al. (2005a) também relataram uma variante funcional na regido
correspondente da TPH2 humana, Arg441His, ligada a depressao maior. A
variante foi descrita apds a investigacdo dos 11 exons da TPH2 numa
amostra de 48 individuos, a procura por possiveis polimorfismos. A partir dai,
foi identificado um polimorfismo singular na regido codificante do gene,
G1463A. Posteriormente, os autores encontraram este SNP em nove dentre
87 pacientes idosos portadores de depressdo maior grave, refrataria ao
tratamento, contra trés individuos do grupo controle (n=219). A descoberta
desta variante funcional na TPH2 humana associada a depressao era o
anuncio de uma grande oportunidade para substituir uma correlagao de
causalidade por uma hipétese serotoninérgica funcional estruturada como
fator etioldgico da depresséo.

Considerando-se que a replicacdo dos resultados em uma populagao
etnicamente heterogénea como a brasileira € essencial para compreender a

importancia dos resultados iniciais, nds investigamos o exon 11 da TPH2 em
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uma amostra de pacientes do Centro de Referéncia do Idoso em Belo
Horizonte. Os pacientes portadores de depressao de inicio tardio pertenciam
a grupos étnicos diversos. O grupo controle, de origem étnica semelhante a
dos pacientes, compreendia individuos idosos que nao apresentavam histéria
pessoal ou familiar de transtornos neuro-psiquiatricos. Apos amplificacdo do
exon 11 da TPH2 utlizando a reacdo de PCR e, a seguir, seu
sequenciamento nao encontramos nenhum polimorfismo tanto no grupo
controle quanto no grupo de pacientes estudados (Bicalho et al., 2006).

Outros grupos tentaram replicar os resultados em amostras de diversas
etnias e ndao encontraram a variante previamente descrita, tanto em seus
grupos controles quanto nos pacientes deprimidos, totalizando quase 5000
amostras sequenciadas (Glatt et al., 2005; Van Den Bogaert et al., 2005; Zhou
et al., 2005). Vale lembrar que os resultados obtidos por Zhang et al. (2005a)
foram validados por outros grupos, utilizando as mesmas amostras (Blakely,
2005).

Ressaltamos que os individuos estudados por Zhang et al. (2005a)
eram idosos e, muitos deles, gravemente deprimidos. Daqueles que
apresentavam o SNP descrito, a grande maioria apresentava histéria familiar
positiva para doenca mental ou abuso de alcool ou drogas, sintomas de
ansiedade, ideacdo suicida e auséncia de resposta ou resposta apenas
parcial a elevadas doses de SSRI. O fato dos controles portadores do SNP
apresentarem sintomas de ansiedade ou depressao menor sugere uma
possivel susceptibilidade aumentada para determinados disturbios
neuropsiquiatricos na presencga do alelo mutante (1463A).

Os autores sugerem que a substituicdo Arg441His esteja ligada a
depressao grave, refrataria a medicacdo convencional, necessitando
eletroconvulsoterapia. Entretanto, diversos grupos incluiram individuos
portadores de depressdo grave em suas amostras e obtiverem resultados
negativos. Considerando que o grupo de pacientes estudados pertencia a
faixa etaria de idosos, outra possibilidade seria que esta caracteristica se
manifestasse apenas tardiamente no ciclo da vida.

Com relacdo a populagao geriatrica, algumas duvidas persistem: os
genes e os fatores ambientais associados a depressdo em adultos jovens

seriam os mesmos a afetar a populagao geriatrica? Em qual extensao os
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genes associados a depressao, ansiedade, neuroses poderiam se sobrepor
aos genes para susceptibilidade ao stress?

Blakely (2005) considera que, até o momento, a variante de G1463A da
TPH2, assim como outras descritas ndo seja um determinante de risco
genético para depressdo maior. Outros alelos, por exemplo, na regiao
promotora, ainda devem ser explorados ja que evidéncias sugerem que
algumas formas variantes dentro ou préximo ao locus TPH2 associam-se
mais extensamente com depressdao maior (Zill et al., 2004a). Porém, a
raridade da mutacao Arg441His n&o é isenta de valor, uma vez que ela pode
ser o ponto inicial que podera levar a importantes descobertas.

Varios outros autores procuraram pelo SNP descrito por Zhang et al.
(2005a), em amostras variadas quanto a gravidade da depressao; etnia e
faixa etaria dos individuos selecionados. Também foram estudados individuos
portadores de transtorno bipolar, sem sucesso.

Zhou et al. (2005a) estudaram 2167 individuos portadores de
depressao e 352 controles. Nenhum deles apresentava o alelo His441. Os
autores sugerem que, pelo fato das amostras estudadas por Zhang
pertencerem a populagcdo geriatrica, o SNP poderia estar relacionado a
depressao de inicio tardio.

Van Den Bogaert et al. (2005) sugerem que a elevada frequéncia do
alelo 1463A, relatada por Zhang et al. (2005a), seria o resultado de uma
estratificacdo populacional baseada na idade de inclusdo e/ou faléncia
terapéutica dos SSRI.

Glatt et al. (2005) concluiram que a auséncia do alelo A de G1463A em
uma amostra de 1023 individuos deprimidos pertencentes a diversas etnias
se deve a raridade do SNP.

Zhang et al. (2005b) explicam seus resultados baseando-se na amostra
selecionada, constituida por pacientes idosos e portadores de depresséao
refrataria ao tratamento. A variante R441H na TPH2 poderia representar uma
mutagao rara que seria importante para um subtipo de depressao grave e,
poderia promover as bases genéticas para todos os casos de depressdo. E
provavel que uma mutacgao funcional adicional na TPH2 possa ser identificada

e que a presenga de multiplos genes susceptiveis e/ou multiplas mutagdes
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num unico gene possa contribuir para a natureza poligénica e para o amplo
espectro de manifestagdes clinicas da depressao.

Zhou et al. (2005b) sugerem que para identificagdo de um locus
funcional da TPH2 é importante avaliar criteriosamente o significado das
variantes da sequéncia em regides nao codificadoras, que poderiam alterar a
expressao do gene ao nivel do DNA e RNA.

Garriock et al. (2005) investigaram o exon 11 do TPH2 em 376
individuos com distribuicdo étnica e por género semelhantes aos pesquisados
por Zhang et al. (2005a), sendo 182 portadores de TDM unipolar resistente ao
tratamento, oito deprimidos bipolares resistentes ao tratamento e 186
controles. Nao foi observado nenhum polimorfismo, tanto no grupo de
individuos portadores de depressédo quanto no grupo controle, em relagao aos
trés SNPs em analise, G1463A, C1487G ou T1578G.

Entretanto, nenhum destes estudos selecionou amostra exclusiva de
pacientes idosos, como a amostra estudada por Zhang et al. (2005a). E,
considerando-se as peculiaridades da depressdo de inicio tardio, que
apresenta mecanismos fisiopatoldgicos diversos da depressao em adultos
jovens, existe a probabilidade que a variante em questdo se correlacione

exclusivamente com este subtipo de depressao.

Assim, nossos resultados (Bicalho et al., 2006), bem como outros
citados anteriormente, indicam que a variante rara da TPH2 descrita por
Zhang et al. (2005a) n&o é um determinante de risco genético para depresséo
de inicio tardio, como previamente sugerido. E, provavelmente esta
relacionada a origem étnica da populagao estudada e ndo a depressao maior,
de forma isolada. Nosso trabalho encontra-se disponivel no anexo 7.

Nesta mesma populagdo, cujos resultados apresentamos nesse
trabalho, n6s também analisamos os fatores ambientais associados com a
depressdao e sua relacdo com o polimorfismo de 5HTTLPR, mas os
resultados sdo preliminares e ndao foram motivo de apresentagdao e/ou
discussao nessa dissertagao de mestrado.

Considerando as caracteristicas fisiopatologicas especificas da

depressao de inicio tardio, pretendemos continuar investigando outros
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provaveis SNPs da TPH2, assim como bloco de haplétipos e outros genes

possivelmente associados a este tipo de depressao na populagao geriatrica.



5 — CONCLUSAO:
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Considerando-se o papel da serotonina nos disturbios do humor e, a
TPH2 como enzima limitante da sintese de serotonina, existe uma
possibilidade que variantes genéticas desta enzima estejam envolvidas na
etiologia da depressdo maior. Entretanto, apesar dos resultados encontrados
por Zhang et al. (2005a), correlacionando a variante funcional da TPH2
G1463A com a depressdo maior grave e refrataria ao tratamento em uma
populagdo de idosos, nenhum outro grupo, incluindo o nosso trabalho (apods
analise de mais de 5000 individuos, de diversas origens étnicas, portadores
de depressao grave ou transtorno bipolar) confirmou estes resultados. Nosso
objetivo foi avaliar se 0 SNP em questdo se relaciona a depressao de inicio
tardio, uma vez que os individuos estudados por Zhang et al. (2005a) tinham
idade maior ou superior a 60 anos. Porém, nenhum dos 164 individuos
estudados por nds (controles ou portadores de depressao de inicio tardio)
revelou a mutante previamente descrita. Assim, concluimos que a presenca
desta variante rara ndo deve estar associada com a depressao de inicio
tardio, mas, provavelmente se relaciona a origem étnica da populagéo
estudada, merecendo assim, um incremento da amostra inicial com individuos
portadores de caracteristicas semelhantes aos descritos por Zhang et al
(2005a).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Virkkunen%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?Db=pubmed&Cmd=Search&Term=%22Goldman%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstractPlus

7- ANEXOS:
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ANEXO 1:
TPH2 — SEQUENCIA AMPLIFICADA:

Exon 1
CTTCCTCTCAATCTCCGCCAGCGCTGCTACTGCCCCTCTAGTACCCCCTGCTGC
AGAGAAAGAATATTACA

CCGGGATCC
CAGCCAGCAATGATGATGTTTTCCAGTAAATACTGGGCACGGAGAGGGTTTTCC
CTGG
ATTCAGCAGTGCCCGAAGAGCATCAGCTACTTGGCAGCTCAACAgtgagtactacgtac
ctggcactatggagaattattttttaggg

tgtgaccatcttctcctc

Exon 2
ggaggattctggaaccctaacTAATATTTTGTTTTATTATGCTTCGACATTCCTGAAGCTAA
ATAAACCTAACTCTGGC
AAAAATGACGACAAAGGCAACAAGGGAAGCAGCAAACGTGAAGCTGCTACCGA
AAGTGGCAAGACAGC
AGTTGTTTTCTCCTTGAAGAATGAAGTTGGTGGATTGGTAAAAGCACTGAGGCT
CTTTCAGGtgaatgtgaaatatc

attacataattttaaaagtgaccgtgtgcctgggtacaaacctg

Exon 3/4
ggtgattttcagatgctcgtgtttccacaggAAAAACGTGTCAACATGGTTCATATTGAATCCAGG
AAATCTCGGCGAAGAA
GTTCTGAGGTTGAAATCTTTGTGGACTGTGAGTGTGGGAAAACAGAATTCAATG
AGCTCATTCAGTTGCT
GAAATTTCAAACCACTATTGTGACGCTGAATCCTCCAGAGAACATTTGGACAGA
GGAAGAAGgcaagggtggtc
ttagcttgtcgggtaactttgcaatctgacaaatattgcaaaggggaaaacacaatctgtgaactaatatttttgaacctg
cactgttttcaacagAGCTAGAGGATGT
GCCCTGGTTCCCTCGGAAGATCTCTGAGTTAGACAAATGCTCTCACAGAGTTCT
CATGTATGGTTCTGAGC
TTGATGCTGACCACCCAGtaagtgtccagtaaaatctatttctcacatgctctttcagctc

Exon 5
tctgcagctaattttcagcactttgttaaataacttaatcttttttgtgtttaaggGATTTAAGGACAATGTCTATC
GACAGAGAAGAAAGTATT
TTGTGGATGTGGCCATGGGTTATAAATAgtaagtacctgtataactctttcttgtcactggctagttagg
aaaaacacatgctgtgttaaacaaacctgt

catctcttcactttaac

Exon 6
tgtgataggtattgaggtgagaaaatacttaactcagtgattcaaagttagattcatttagtttcttctctcctgecctagTGG
TCAGCCCATTCCCAGGGTGGA
GTATACTGAAGAAGAAACTAAAACTTGGGGTGTTGTATTCCGGGAGCTCTCCAA
ACTCTATCCCACTCAT
GCTTGCCGAGAGTATTTGAAAAACTTCCCTCTGCTGACTAAATACTGTGGCTACA
GAGAGGACAATGTGC
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CTCAACTCGAAGATGTCTCCATGTTTCTGAAAGgtaagatttcacacaggctgtctcttattagtca
atatcctcaattgccttccaagga

Exon 7

cctcaagtcttgctgggttaatatttagttggctttttctgttgcctttttag
AAAGGTCTGGCTTCACGGTGAGGCCGGTGGCTGGATACCTGAGCCCACGAGAC
TTTCTGGCAGGACTGGC
CTACAGAGTGTTCCACTGTACCCAGTACATCCGGCATGGCTCAGATCCCCTCTA
CACCCCAGAACC

Gtgagtacctacattaaagcccaggccaccacaccataaagtggt

Exon 8
ccagtggtaatttaaagcttcttatttaacacgtctttgtgatgtcttttttgtcagAGACACATGCCATGAACTCT
TGGGACATGTTCCACTACT
TGCGGATCCTAAGTTTGCTCAGTTTTCACAAGAAATAGGTCTGGCGTCTCTGGG
AGCATCAGATGAAGAT
GTTCAGAAACTAGCCACGgtgagttcattttcaacttaaaaccagttctatttatgtccatttgtaaggtaaaga
aagcttcagg

Exon 9
gggtgccatttaatcctatcaaataactcattgaccagttcactgaatatgtgttcgtttttcttcagTGCTATTTCTTC
ACAATCGAGTTTGGCCTTTG
CAAGCAAGAAGGGCAACTGCGGGCTTATGGAGCAGGACTCCTTTCCTCCATTG
GAGAATTAAAGgtatgaagc

tgtgaatgaaaatacccttcccatgcaaactggtt

Exon 10/11
gtgatgtcatggagctticggaagtctcattacagagtttaacaggttttgtggtatattttgcagCACGCCCTTTCT
GACAAGGCATGTGTGAAAGC
CTTTGACCCAAAGACAACTTGCTTACAGGAATGCCTTATCACCACCTTCCAGGAA
GCCTACTTTGTTTCA
GAAAGTTTTGAAGAAGCCAAAGAAAAGATGAGGaaacttttttttcctcctagctagagaaaataa
ctttttatttttctgtctctattccttccttttat
ctatccctcgtaccaatgagggttgatcacatctcttictacttctgtttattctgcaggGACTTTGCAAAGTCAAT
TACCCGTCCCTTCTCAGTA
TACTTCAATCCCTACACACAGAGTATTGAAATTCTGAAAGACACCAGAAGTATTG
AAAATGTGGTGCAGG
ACCTTCGCAGCGACTTGAATACAGTGTGTGATGCTTTAAACAAAATGAACCAATA
TCTGGGGATT TG
CCTGGAACTATGTTGTTGCCAGCATGATCTTTTTGGGGCTTAGCAGCAGTTCAG
TC

Seqliéncia de exons em letras maiusculas, seqiéncia de introns em letras minusculas.

Adaptado de :Breidenthal et al. Psychiatric Genetics 2004, 14:69-72.
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ANEXO 2:
EXON 11 DA TPH2 COM RESPECTIVOS INICIADORES F E R:

aaacttttttttcctcctagctagagaaaataactttttatttttctgtctctattccttecttttatctatcccicgtaccaatgaggottgatcacat
ctetttctacttctgtttattctgcaggGACTTTGCAAAGTCAATTACCCGTCCCTTCTCAGTATACTT
CAATCCCTACACACAGAGTATTGAAATTCTGAAAGACACCAGAAGTATTGAAAAT
GTGGTGCAGGACCTTCGCAGCGACTTGAATACAGTGTGTGATGCTTTAAACAAAA
TGAACCAATATCTGGGGATTTGCCTGGAACTATGTTGTTGCCAGCATGATCTTTTT
GGGGCTTAGCAGCAGTTCAGTC

Intron em letras mindsculas, exon em letras mailsculas. Regifes dos iniciadores em
vermelho.
Adaptado de: Breidenthal et al. Psychiatric Genetics 2004, 14:69-72.
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ANEXO 3:

SOLUCOES UTILIZADAS NA REACAO DE PCR:

Tampéo de incubacéao IB:

50mM KCI

10mM Tris cloridrato pH 8,4,
0,1% Triton X-100,

1,5mM de MgCl..

Solucéo de dDNTP:

e dATP 100 mM 10 pl
e dCTP 100 mM 10 pl
e dGTP 100 mM 10 pl
e dTTP 100 mM 10 pl
[ ]

agua estéril 760 pl
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ANEXO 4:
SOLUCOES UTILIZADAS PARA ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA:

Solucéo de Acrilamida /Bisacrilamida 30%

Acrilamida 29¢
Bisacrilamida 19
Agua destilada q.s.p. 100 mi

Tampéo TBE 10 x pH 8,3

Tris base 60,50 g
Acido bérico 30,85¢g
EDTA dissodico bi-hidratado 3,72 g

Agua destilada q.s.p. 1000 ml

Gel de poliacrilamida a 6,5%

Solugao de Acrilamida/Bisacrilamida 30% 1,079 ml
TBE 10x 0,65 ml
Agua destilada 3,22 ml
Persulfato de aménio 10% 40 pl
TEMED 4 ul

Tampao TBE 1x

TBE 10 x 10 ml
Agua destilada q.s.p 100 ml

Tampéao de amostra (Gel loading buffer)

Azul de bromoferol 0.25%
Xileno cianol 0,25%
Glicerol 30%

Agua destilada q.s.p 100 ml



ANEXO 5:

SOLUCOES UTILIZADAS NA COLORACAO PELA PRATA:

Solucédo de prata (estoque)

Nitrato de prata
Agua destilada

Solucédo de prata (uso)

Solugéo do estoque
Agua destilada gsp
Formaldeido 37%

Revelador

Carbonato de sédio

Agua destilada gsp
Formaldeido 37%

Tiossulfato de sédio 10 mg/m

Deve ser utilizado quando em temperatura entre 10°C e 18°C.

Solucéo fixadora

Acido acético glacial
Agua destilada gsp

Solucédo de Tiossulfato de sédio

Tiossulfato de soédio

Agua destilada

20,38 g
100 ml

10 ml
100 ml
150 pl

297¢g
100 ml
150 pl
40 pl

100 ml

1000 ml

10 mg
1 ml
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ANEXO 6:

SOLUCOES UTILIZADAS NA REACAO DE SEQUENCIAMENTO:

Solucéo de terminator ready reaction mix:

- “A-Dye Terminator, marcado com dicloro [R6G]”

- “C-Dye Terminator, marcado com dicloro [ROX]”

- “G-Dye Terminator, marcado com dicloro [R110]”

- “T-Dye Terminator, marcado com dicloro [TAMPRA]’
- dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

- AmpliTag DNA polimerase

- MgCly,

- Pirofosfatos termo-estaveis e

- tampao tris-HCL pH: 9,0

Solucdes de precipitacao:

400 mM de tris-HCI pH9.0 + 10 mM de MgCl,

ABI PRISM 310 Genetic analyser Buffer with EDTA
Template Supression Reagent ( TSR)

Alcool isopropilico 75%

Etanol 70%
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ANEXO 7:

Genotyping of the G1463A (Arg441His) TPH2

polymorphism in a geriatric population of
patients with major depression:

Genotyping of the
G1463A (Arg441His) TPH2
polymorphism in a
geriatric population of
patients with major
depression

Molecular Psychiatry (2006) 11, 799 - 800.
doi:10.1038/sj.mp.4001861

Tryptophan hydroxylase (TPH) is a rate-limiting
enzyme in the biosynthesis of 5-HT with two iso-
forms. TPH1 is mainly expressed in peripheral tissues
whereas TPH2 is preferentially expressed in the brain
serotonergic neurons from the raphe nuclei. There-
fore, molecular alterations of the TPH2 gene (chromo-
some 12g15) have been proposed as a candidate gene
associated with many behavioral phenomena includ-
ing mood disorders, suicide, personality traits and
substance abuse.

Recently, Zhang et al.*?

identified a functional

(G1463A) single-nucleotide polymorphism (SNP)

in the TPH2 gene. This alteration results in substitu-
tion of a highly conserved arginine residue at position
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! 799

441 by a histidine (Arg441His). They demonstrated
that the levels of 5-HT were 80% lower in PC-12 cells
expressing the Arg441His mutant, indicating a severe
loss of the mutant’s enzyme function to synthesize 5-
HT. They also described nine subjects carrying this
functional SNP in a cohort of 87 unipolar
major depression patients, all over the age of 60
years and from multiple ethnic groups.

More recently, Blakely et al.®pointed out that
several groups did not find the variant described by
Zhang et al.? after studying nearly 5000 patients.*®
To add to this puzzle, DNA from the patients with
the G1463A polymorphism were kindly made avail-
able by Dr Caron’s lab to those groups who confirmed
the presence of that SNP. However, these data suggest
an association of the G1463A variant with severe
depression that is refractory to conventional medica-
tion, necessitating electrical convulsive therapy
(ECT).>” Moreover, the elderly nature of the cohort
raises the possibility that these traits could be related
to late onset depression.

Based on these findings, and considering that
replication of genotyping data in populations with
ethnically heterogeneous background is essential for
the understanding of the importance of the initial
report, we investigated exon 11 of the TPH2 gene in
samples of patients from a Geriatric Reference Center
in Belo Horizonte, Brazil. Our cohort comprised 102
patients (87 females, 15 males, age 62-94 years, the
mean age at inclusion was 77.3 years), from many
ethnic backgrounds, with the diagnosis of late onset
major depression according to the Diagnostic and
Statistical Manual-1V and the Geriatric Depression
Scale, some of them with severe depression. We also
analyzed environmental factors frequently related to
depression diagnosis like death, socioeconomical
problems, concurrent diseases, physical disabilities,
caregiver stress and institutionalization. There were
57 subjects in our control group (34 females, 23 males,
all 60 years-old or older, the mean age at inclusion was
67.9 years), without personal or familial history of
psychiatric disorders. This study was approved by the
local Ethics Committee and all subjects signed an
informed consent. After DNA extraction (two inde-
pendent extractions), exon 11 of the TPH2 gene was
amplified by PCR (primers available on request) and
directly sequenced (in duplicate, both forward and
reverse directions) in an ABI 310 automatic sequencer.
We did not find the A-allele (His441) in any of the 102
patients or in the controls. Therefore, our data support
the notion that this rare TPH2 variant is also not a
major determinant of genetic risk for depression in
geriatric patients. The high frequency of the minor
allele previously found in a geriatric sample? might be
the result of population stratification. However, con-
sidering the failure to replicate their findings in a large
independent sample (over 5000 subjects from different
populations)*® and the frequency of the observation of
the His441 variant in the initial sample, including a
few homozygotes,? possible technical artefacts, other
than genotype readings cannot be ruled out.

Molecular Psychiatry
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Reduced brain leptin
in patients with major
depressive disorder
and in suicide victims

Molecular Psychiatry (2006) 11, 800 - 801.
doi:10.1038/sj.mp.4001862

The aetiology of major depressive disorder (MDD)
has been linked, variously, to brain monoaminergic
neuronal dysfunction, alterations in monoamine
receptor sensitivity and stress-induced activation of
the hypothalamic-pituitary-adrenal axis. In an effort
to unify these observations, Duman et al." recently
proposed the neurotrophic hypothesis of depression.
Duman posits that vulnerability to depression
induced by stress-induced activation of the HPA-axis
and the therapeutic action of antidepressant treat-
ments are both due to intracellular mechanisms that
decrease or increase, respectively, neurotrophic
factors necessary for the survival and function of
particular neurons.® While most attention has focused
on brain-derived neurotophic factor, in an elegant
study, leptin was recently demonstrated to act
as a neurotrophic factor in the mouse hypothalamus,
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rapidly influencing neuronal arborisation.? With
this as a basis, and given that we have previously
demonstrated leptin production by the brain in
healthy subjects,®* we hypothesised that patients
with MDD, controlled for gender, age and
obesity, would exhibit a reduction in brain leptin
production.

Twenty patients (8 males/12 females, aged 4573
years, body mass index (BMI) 2771) fulfilling the
DSM-1V diagnostic criteria for MDD and 20 healthy
subjects (10 males/10 females, aged 4072 years,

BMI 2671) were recruited following local media
advertisement. Patients with depression were either
newly diagnosed or currently untreated after a
recent relapse. Following initial telephone screening,
patients were interviewed by a psychiatrist utilis-
ing a structured clinical interview (Mini Interna-
tional Neuropsychiatric Interview (MINI)). Hamilton
Depression Scale (17 item) and Beck Depression
Inventory (BDI-1) were used to monitor severity.
Eligibility for entry was determined by HamD > 18,
BDI > 18, positive for major depression on MINI and
assessed as having a significant major depression as
the primary illness on interview by a psychiatrist.
Patients with comorbid panic or anxiety disorders
were included in the study if the primary diagnosis
was depression and any panic/anxiety was secondary
to their depression. All participants had a general
medical review and examination by a medical practi-
tioner to exclude any previously undiagnosed medi-
cal conditions. Exclusion criteria included coexistent
physical illness and comorbid psychotic disorders,
eating disorders, mental retardation, high suicide
risk, cluster borderline personality disorders and
epilepsy. The research protocol conformed to the
relevant guidelines of the National Health and
Medical Research Council of Australia and was
approved by the Alfred Hospital Ethics Review
Committee. Written informed consent was obtained
from each subject prior to the study. The process of
consent, to which an honest, open, and explicit
patient information sheet was central, preserved the
autonomy of the participants. Healthy volunteers
were paid a nominal amount of US$75 for their
participation. Following the study patients with
MDD were referred to a psychiatrist for clinical
management.

Blood samples were obtained simultaneously from
the right internal jugular vein and brachial artery
using percutaneously placed catheters as previously
described.® Data are expressed as mean7s.e.m. For
comparing data between patients and healthy sub-
jects, Student’s t-test or the Mann-Whitney test were
used as appropriate. P < 0.05 was considered as
statistically significant.

Brain leptin  mRNA expression was determined
from biopsy material obtained at autopsy from 10
subjects (age: 4675; BMI: 2671) at the Victorian
Institute of Forensic Medicine (VIFM). The informed
consent of the donor’s next-of-kin was obtained before
the autopsy and the VIFM Ethics Review Committee

98



	AGRADECIMENTOS:
	LISTA DE FIGURAS:
	LISTA DE TABELAS:
	ABREVIATURAS:
	 RESUMO:
	SUMÁRIO:
	1- INTRODUÇÃO:
	              
	2 - MATERIAIS E MÉTODOS:
	3 – RESULTADOS:
	4 – DISCUSSÃO:
	ANEXO 2: 
	EXON 11 DA TPH2 COM RESPECTIVOS INICIADORES F E R: 

