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RESUMO

A etiologia do Transtorno Bipolar (TB) é multifatorial, onde ha interacGes entre fatores
ambientais, neuroquimicos e geneticos que sdo responsaveis pelo desenvolvimento do
transtorno. O trauma na infancia e o TB possuem mdaltiplos aspectos que estdo
relacionados, como fatores epigenéticos. Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi
avaliar os traumas na infancia e as alteracdes epigenéticas envolvidas nos pacientes com
0 TB. Foi realizado um estudo transversal do tipo caso-controle avaliando alteragcdes em
enzimas epigenéticas entre pacientes bipolares e controles. Para isso, foi realizada na
triagem a confirmacdo do diagnéstico de TB pela SCID-5. Apds, foram aplicadas a
Escala Young para Mania, Escala de Hamilton para Depressao, Entrevista Estruturada e
0 Questionario de Trauma (QUESI). Finalmente, foi realizada coletada de sangue
periférico para a avaliacdo da atividade das histonas deacetilase e DNA metiltransferase
e a avaliacdo dos niveis de acetilacdo das histonas H3 (residuos de lisina 9 e 14). Ao
final do projeto, os resultados permitiram uma melhor caracterizacdo do papel do
trauma na infancia e das alteracGes epigenéticas evidenciando que o aumento da
atividade do DNA metiltransferase além do aumento do nivel da atividade da H3K9 e
H3K14 em pacientes bipolares e que os subtipos de traumas possuem forte relagdo com

o inicio do Transtorno Bipolar.

Palavras-chave: Traumas, Transtorno Bipolar, Epigenética.



ABSTRACT

The etiology of Bipolar Disorder (BD) is multifactorial, where there are interactions
between environmental, neurochemical and genetic factors that are responsible for the
development of the disorder. Childhood trauma and TB have multiple aspects that are
related, such as epigenetic factors. Thus, the aim of this study was to evaluate childhood
trauma and epigenetic alterations involved in TB patients. A cross-sectional case-
control study was conducted evaluating changes in epigenetic enzymes among bipolar
and control patients. For this, the confirmation of the diagnosis of TB by SCID-5 was
confirmed in the screening. After that, the Young Scale for Mania, Hamilton Scale for
Depression, Structured Interview and the Trauma Questionnaire (QUESI) were applied.
Finally, peripheral blood was collected to evaluate the activity of histone deacetylase
and DNA methyltransferase and to evaluate the acetylation levels of H3 histone (lysine
residues 9 and 14). At the end of the project, the results allowed a better characterization
of the role of childhood trauma and epigenetic alterations, showing that the increase in
dna methyltransferase activity in addition to the increased level of H3K9 and H3K14
activity in bipolar patients and that trauma subtypes have a strong relationship with the
onset of Bipolar Disorder.

Keywords: Traumas, Bipolar Disorder, Epigenetics.
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1 INTRODUCAO

1.1 TRANSTORNO BIPOLAR

O Transtorno Bipolar (TB) tipo | tem como caracteristica basica a ocorréncia de
um ou mais episodios maniacos, intercalados por um ou mais episddios depressivos ao longo
da vida. E importante ressaltar que as alteracdes do humor s&o graves e a mania € 0 marco
clinico para o diagnostico deste transtorno. O TB tipo Il apresenta como caracteristica a
ocorréncia de um ou mais episodios depressivos maiores, sendo acompanhado por pelo menos
um episodio hipomaniaco. A elevacdo do humor neste caso é mais branda, ocasionando
maiores prejuizos para o individuo (Brenner e Shyn, 2014).

Outro tipo de TB é o transtorno ciclotimico. O transtorno ciclotimico resulta da
alternancia entre periodos de sintomas depressivos e hipomaniacos, tendo caracteristica
principal a cronicidade e a oscilagdo do humor, entretanto, sem atender todos os critérios para
episédio de mania, hipomania ou depressdo. O TB sem outra especificacdo relaciona-se ao
transtorno com caracteristicas bipolares, mas que nao satisfazem todos os critérios para essa
psicopatologia. Existe também o TB relacionado a indugdo de alguma
substancia/medicamento e o TB relacionado a outra condigdo medica (American Psychiatric
Association, 2013).

O episédio maniaco envolve humor anormal ou persistentemente elevado,
aumento da energia ou atividade, autoestima inflada ou grandiosidade, reducdo da
necessidade de sono, fuga de ideias, agitacdo psicomotora, distratibilidade e comportamento
de risco. Essas alteraces devem durar pelo menos uma semana e presente na maior parte do
dia, onde a hospitalizacdo pode fazer-se necessaria (American Psychiatric Association, 2013).

Na hipomania, 0s sintomas tém duracdo minima de quatro dias, sem a necessidade
de internacdo hospitalar e ndo apresentando prejuizo acentuado no funcionamento social ou
profissional. Ja o episodio depressivo € caracterizado por humor deprimido, acentuada
diminuicdo de interesse ou prazer, insénia ou hipersonia, perda ou ganho significativo de
peso, fadiga ou perda de energia, diminuicdo da concentracdo, retardo psicomotor além de
pensamento recorrente de morte (American Psychiatric Association, 2013; Scaini et al.,
2020). Salienta-se que para o diagnostico essas alteracfes vao trazer prejuizos significativos
na vida e nas atividades do individuo (Muneer, 2016).

No TB, ha maior risco de mortalidade precoce, sendo o suicidio como fator

primordial. As tentativas de suicidio durante o curso do transtorno, tornam-se predominantes



no sexo feminino e associadas ao episodio depressivo (Kattimani et al., 2016). Com relacao as
comorbidades presentes no TB, ha no sexo masculino a prevaléncia do transtorno de
substancias e no sexo feminino a prevaléncia dos comportamentos suicidas (Subramaniam et
al., 2017).

O TB é um transtorno complexo, onde ha influéncias de uso indevido de alcool e
drogas, entretanto as influéncias de trauma precoce sdo muito significativas. Pesquisas nos
EUA e na Europa informam que h& evidéncias de uma maior vulnerabilidade genética, como
as adversidades na infancia, cabe ressaltar que o estresse psicossocial e os fatores potenciais,
como a dieta e as taxas altas de obesidade também estdo associadas (Post et al., 2017). Diante
disso, percebe-se que o TB apresenta multiplos fatores envolvidos, como aspectos

socioambientais, genéticos, bioquimicos e psicodinamicos.

1.2 EPIDEMIOLOGIA DO TRANSTORNO BIPOLAR

Um estudo prévio apresentou que a prevaléncia ao longo da vida, de ter um
transtorno psiquiatrico € alto, sendo que o transtorno de humor, a ansiedade e o0 uso de alcool
foram de 13,9% na populacdo adulta (Subramaniam et al., 2019). O TB é considerado 0
terceiro transtorno psiquiatrico com maior impacto na qualidade de vida (QV) do paciente,
ficando atras da Depressdo Maior e Transtorno Obsessivo Compulsivo (Subramaniam et al.,
2013). Visto que a presenca de episdédio maniaco/hipomaniaco é o marco para 0 seu
diagnostico.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o TB atinge mais de 30
milhdes de pessoas em todo o mundo. O TB é um transtorno que tem sido visto como
incapacitante, causando problemas significativos na qualidade de vida (Bosaipo et al., 2017).
Uma amostra com dados extraidos de quinze paises revelou que as taxas de prevaléncia de TB
na vida adulta foram de 1,57% de TB tipo Il e 1,06% de TB tipo | (Clemente et al., 2015).

O TB possui prevaléncias diferentes entre os paises, e como 0 surgimento de
novas pesquisas e instrumentos de diagndsticos, ha um avango crescente no numero de casos,
como, por exemplo, no Brasil em que a prevaléncia anual em 2002 era de aproximadamente
0,5%, diferente do ano de 2016 quando a prevaléncia anual chegou em 2,1% (Andrade et al.,
2002; Magalhaes et al., 2016).

Por se tratar de um transtorno que traz prejuizos tanto de ordem financeira quanto

emocional aos portadores, a familia passa por dificuldades, com comprometimento na



qualidade de vida destes, alterando o bem-estar psicoldgico e social (Zennjidjian et al., 2012).
O sofrimento psicoldgico e o desgaste emocional tornam-se presentes aos cuidadores e
familiares. Os cuidadores assumem um papel extremamente importante nos cuidados (Huang
et al., 2009) e geralmente prestam apoio diario e auxiliam nas tarefas do dia a dia (Manami et
al., 2016). Sendo que esses podem apresentar diversas dificuldades relacionadas ao manejo
dos comportamentos, aos encargos financeiros, a falta de tempo para entretenimento pessoal e
social, tempo reduzido ao trabalho dentre outros aspectos (Sales, 2003; Chien et al., 2007;
Wong et al., 2012).

A vida de familiares proximos de pessoas com TB esta relacionada ao sofrimento
emocional e a depressdo. As mudancas que estao relacionadas a esse transtorno comprometem

relacionamentos, vida social, finangas e o funcionamento ocupacional (Rusner et al., 2013).

1.3 TRATAMENTO DO TRANSTORNO BIPOLAR

As opcles de tratamento para o TB envolvem farmacos estabilizadores de humor,
antidepressivos, antipsicoticos, além das intervengBes psicossociais e a terapia
eletroconvulsiva. Essas op¢Oes sao orientadas conforme a fase da doenca em que o paciente se
encontra (Shah et al., 2017).

O tratamento farmacolégico do TB é um fator extremamente importante, sendo
utilizado, principalmente, os farmacos que estabilizam o humor, como o litio (Li). Mesmo
com uma vasta disponibilidade de farmacos para o tratamento do TB, hd uma recorrente
recidiva dos pacientes quanto aos episodios do humor, mesmo com 0 uso correto das
medicacdes. As recidivas pioram a evolucdo do transtorno, contribuindo negativamente para
novos episodios e para o funcionamento psicossocial (Kapczinski et al., 2008).

O Li é o padrdo ouro para a prevencdo de recidivas em longo prazo e € o Unico
farmaco considerado estabilizador de humor. H& outros medicamentos utilizados como
anticonvulsivantes, incluindo a carbamazebina, o valproato de sdédio (VPA) e a
oxacarbazepina. O tratamento ainda inclui alguns antipsicéticos tipicos como haloperidol e
clorpromazina e antipsicoticos atipicos como aripiprazol, clozapina, olanzapina, quetiapina,
risperidona, ziprasidona e asenapina. Essas medicacdes podem ser combinadas com o Li e
contribuem para o tratamento agudo, de continuacdo e manutencdo do TB (Tohen e Vieta,
2009; Bowden, 2009; Haddad et al., 2009).

Os farmacos antipsicoticos sdo, frequentemente, para o tratamento clinico de curto



prazo e apresentam eficidcia no tratamento agudo da mania, no entanto, nos episédios
depressivos seu efeito nem sempre é eficaz (Geddes e Miklowitz, 2013). Com relagdo a fase
maniaca do TB, a combinacdo do litio ou do valproato com um antipsicético pode ser mais
eficaz do que um desses agentes agindo sozinho. Nesse periodo, o objetivo é controlar a
agitacdo, a agressao, a impulsividade, a irritabilidade e dependendo da gravidade desses
sintomas, a internacdo é uma alternativa (Shah et al., 2017).

Os antidepressivos tém sido usados no tratamento para a depressdo no TB. No
entanto, ha ainda incertezas quanto ao tratamento de episodios depressivos no TB, em funcgéo
de que antidepressivos podem ocasionar mania ou hipomania, visto que o tratamento da
mania pode ocasionar episodios depressivos (Geddes e Miklowitz, 2013). Diante disso, 0
principal objetivo do tratamento é atingir a eutimia, evitando assim a mudanca para o episodio
maniaco/hipomaniaco. H& uma ampla evidéncia de que o Li, a lamotrigina e quetiapina
podem ser utilizados como medicamentos para o tratamento. Em casos mais graves, terapia
combinada podera ser considerada. Assim, o tratamento farmacologico tem como principal
objetivo possibilitar a manutencdo e a prevencdo de recorréncias dos episodios, reduzindo os
sintomas residuais e melhorando o funcionamento do paciente (Shan et al., 2017).

Além da farmacoterapia, a psicoterapia precisa ser direcionada no tratamento do
TB. Os objetivos da psicoterapia estariam voltados para a psicoeducacdo dos pacientes como
também aos cuidadores. Contribui também para 0 manejo das situacfes de estresse e
conflitos, nas identificacOes e intervencdes dos sinais precoces de recorréncias e para manter
o estilo de vida e habitos saudaveis. Os pacientes com TB possuem adesdo baixa aos
medicamentos, dessa forma, a psicoterapia seria um suporte para a consisténcia da
farmacoterapia (Geddes e Miklowitz, 2013).

E importante ressaltar que o tratamento psicoterapico contribuiria para 0 manejo
em lidar com os estressores psicossociais, como sofrimento familiar, eventos negativos na
vida, eventos que perturbam o sono, recaidas e a piora dos estados sintomaticos (Geddes e
Miklowitz, 2013). Diante disso, € necessario destacar que tanto a psicoterapia quanto o
tratamento farmacoldgico auxiliam nos casos de mortalidade prematura, que estdo associadas
ao TB.

1.4 TRAUMAS NA INFANCIA E A RELACAO COM O TRANSTORNO BIPOLAR



O inicio da vida é um periodo importante e é caracterizado pelo rapido
desenvolvimento cerebral, o qual possui alto nivel da plasticidade. O impacto do trauma na
infancia é prejudicial e danoso, afetando a trajetoria do desenvolvimento do cérebro, alterando
também a regulacdo emocional e o sistema de recompensa (Jiang et al., 2019).

O TB é um transtorno que possui etiologia multifatorial, em que ha fatores
ambientais e genéticos associados, ambos responsaveis pelo desenvolvimento do transtorno
(Nestler et al., 2015). Os fatores psicoldgicos sdo fatores importantes no TB e ha evidéncias
de que o estresse no inicio da vida, incluindo abuso e negligéncia, promove disfuncéo cerebral
duradoura, afetando a salde e a qualidade de vida do individuo de forma permanente (Anda et
al., 2006).

O trauma infantil pode ser considerado uma experiéncia negativa e estressante e
pode estar relacionado a experiéncias como: abuso fisico e emocional, negligéncia emocional,
perda dos pais e separacdo dos pais (Jaworska-Andryszewska et al., 2019). Diversos eventos
na infancia podem contribuir significativamente para a ocorréncia de transtornos de humor,
tanto bipolares quanto depressivos, visto que estudos mostram que pacientes portadores de
transtornos de humor apresentam mais traumas na infancia quando comparados com
individuos saudaveis (Jaworska-Andryszewska et al., 2019).

Os eventos traumaticos na infancia também sao fatores de risco para tentativa de
suicidio e abuso de substancias (AAS et al., 2016). Pacientes TB com histdrico de maus-tratos
na infancia tem risco elevado de sintomas maniacos, depressivos e psicoticos graves, ha risco
elevado de Transtorno de Estresse Pds-Traumatico (TEPT), ansiedade, abuso de substancias
ou de alcool e aumento de risco de tentativas de suicidio (Agnew e Danese, 2016).

No TB, as experiéncias de abuso fisico estdo relacionadas a um inicio mais
precoce da doenca (Jaworska-Andryszewska et al., 2019). Referente ao abuso sexual na
infancia, ele interfere para o inicio precoce do TB, nas tentativas de suicidio, nos sintomas
psicOticos e nos episddios de mania graves. Semelhante ao abuso fisico, o sexual tem
comorbidades relacionadas ao TEPT e abuso de substancias. As negligéncias na infancia estéo
associadas ao transtorno bipolar precoce (Daruy-Filho et al., 2011, Etain et al., 2013; Aas et
al., 2016).

Os traumas psicologicos na infancia podem desencadear respostas bioldgicas
qualitativamente semelhantes ao trauma fisico (Molina, 2005). Por sua vez, a ativagdo
imunoldgica precoce pode afetar a funcdo e o desenvolvimento do cérebro e sensibilizar os

individuos traumatizados para os efeitos dos estressores subsequentes. As “feridas ocultas”



podem ajudar a explicar o custo a longo prazo dos traumas da infancia para a saide mental
(Danese et al., 2017). Eventos negativos no inicio da infancia desencadeiam a liberacéo de
mediadores e neurotransmissores de estresse em &reas especificas do cérebro. Esses
mediadores interagem com o0s neurbnios e com as redes neuronais em desenvolvimento
causando anormalidades estruturais e funcionais que resultam em alteracGes cognitivas e
emocionais. Esse estresse altera negativamente 0s processos cognitivos e emocionais,
mudando adversamente esses processos e interferindo no amadurecimento dessas redes
neurais que estdo conectadas. Alterando também o funcionamento da memoria de trabalho do
qual interfere nas emocdes positivas (Jaworska-Andryszewska et al., 2019, Martins D et al.,
2019).

O hipocampo e a amigdala sdo as principais estruturas afetadas por eventos
estressores no inicio da vida (Jaworska-Andryszewska et al., 2019). H& evidéncias de que
individuos adultos que sofreram traumas na infancia tinham volumes menores do hipocampo
e da amigdala (Paquola et al., 2016). Outros estudos revelaram que individuos com histérico
familiar de depresséo e abuso emocional na infancia apresentavam o hipocampo direito e
esquerdo significativamente menor do que os controles (Carballedo et al., 2012).

O trauma na infancia resulta em alteracdes na regulacédo do afeto, no controle dos
impulsos e no funcionamento cognitivo, o que podem diminuir a capacidade para lidar com 0s
estressores ao longo da vida. Pode alterar varios genes pertencentes a varias vias
neurobiolégicas, como o eixo Hipotadlamo-Hipdfise-Adrenal (HPA), transmisséo
serotoninérgica, neuroplasticidade, alteracdes nos ritmos circadianos e imunidade. Além
disso, alteracOes epigenéticas oriundas do trauma infantil podem estar ligados a fatores como
inflamacéo cronica e encurtamento dos telomeros (Aas et al., 2016, Danese et al., 2017).

De uma forma geral, os efeitos do trauma na infancia podem ser observados na
estrutura e na funcdo do cérebro e nas disfuncdes cognitivas (Jaworska-Andryszewska et al.,
2019). Por fim, o trauma infantil afeta os individuos em graus diferentes, onde alguns
apresentam mais vulnerabilidade, enguanto outros apresentam resiliéncia mesmo apés as
adversidades (Jiang et al., 2019).

1.5 EPIGENETICA

A epigenética busca compreender os mecanismos moleculares por meio dos quais

0 meio ambiente controla a atividade genética. Em outras palavras, a epigenética estuda as



mudancas na expressao dos genes, que podem ser herdadas durante a divisdo celular, mas que
ndo envolvem mudangas na sequéncia do DNA. Os mecanismos epigenéticos atuam para
alterar a acessibilidade da cromatina para regulacdo transcricional atraves das modificacGes
do DNA e pela modificagdo ou rearranjo de nucleossomos. Estes mecanismos sdo
componentes importantes no desenvolvimento normal e no crescimento das células (Egger et
al., 2004). Acredita-se que a fisiopatologia do TB esteja relacionada com fatores ambientais e
genéticos, que se somam para desenvolver o transtorno (Fries et al., 2016). Sendo assim, as
alteracOes epigenéticas parecem ser uma explicagdo atrativa para a fisiopatologia do TB.

A epigenética ndo altera a sequéncia do DNA, visto gque esses mecanismos
incluem a modificacdo pos-traducionais das proteinas histonas bem como modificacdes
quimicas reversiveis de nucleotideos Unicos, como a metilacdo do DNA. Tanto as
modificagOes em histonas como a metilagdo do DNA vdo alterar a estrutura da cromatina e,
portanto, a acessibilidade do DNA aos reguladores transcricionais (Klegel et al., 2015).

A metilacdo do DNA é um dos mecanismos epigenéticos mais estudados e
consiste na adicdo de um radical metil (CH?3) no carbono 5 da Citosina, geralmente, seguida
por Guanina (dinucleotideoCpG) catalisada por enzimas DNA metiltransferases (DNMTS)
(Paulsen e Fergunson-Smith, 2001; Alladi et al., 2018). Além de regular a expressdo génica
através do silenciamento génico no sistema nervoso ou da ativacdo do gene, a metilacdo do
DNA pode desempenhar papel importante na neurogénese e na maturagdo e funcionamento
do cérebro (Alladi et al., 2018).

Dentre esses mecanismos epigenéticos, ha também as modificacdes de histona que
atuam na regulacdo da transcricdo génica, pois interferem na condensagdo da cromatina, que
também esta relacionada ao acesso ao DNA, podendo também recrutar ou impossibilitar a
expressdo génica (Sharma et al., 2010). As histonas sdo pequenas proteinas organizadas e que
juntos com o DNA pertencem ao ndcleo do nucleossomo. As caudas de octdmero de histona
sdo compostas de aminoacidos de lisina que interagem com as cargas negativas do DNA, elas
também estdo envolvidas na regulacdo dindmica da estrutura da cromatina e da transcri¢do do
gene (Machado-Vieira et al., 2011). As histonas podem ser acetiladas (OCH2 CH3) ou
deacetilado em residuos de lisina, sendo que esses processos sdo controlados pelas enzimas
histona acetiltransferase (HATS) e histonas desacetilases (HDAC) (Machado-Vieira et al.,
2011).

As HDACs removem um grupo acetila das caudas N-terminais das proteinas

histonas, levando ao silenciamento da expressdo génica e a compactacdo da cromatina. As
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HATSs regulam a transcricdo pela adicdo de grupos acetila as histonas, descondensando o
DNA, fornecendo acesso ao DNA e aos locais de ancoragem para fatores transcricionais.
Enquanto a deacetilacdo das histonas, pelas HDACs, condensa o DNA, bloqueando a
expressdo génica (Machado-Vieira et al., 2011). Existe outros processos epigenéticos que
controlam a funcgéo génica, entretanto, as mais importantes séo a metilacdo de DNA, atividade
das HATs e das HDACs (Machado-Vieira et al., 2011).

A expressdo de varios genes envolvidos na plasticidade neuronal e de genes
implicados na regulacdo da transcricdo ou da epigenética estdo relacionados com alguns
aminoacidos especificos de histonas. Um estudo com amostras de sangue (linfocitos)
apresentou alteracdes no aumento da acetilacdo da H3 em pacientes com o TB comparados
com pacientes com esquizofrenia (Gavin et al., 2009). O aumento da transcricdo génica em
funcéo do estresse cronico esté correlacionado com as histonas especificas H3K9 e H3K14 e
com alteracbes na neuroplasticidade relacionadas a genes de neurotrofinas como fator
neurotrofico do cérebro (BDNF) e fator neurotréfico de células gliais (GDNF) (Boulle et al.,
2014).

A acetilacdo de H3K9 e H3K14 acontecem na regido promotora de genes ativos.
A acetilacdo de lisina nas histonas H3 e H4 estdo envolvidas com a abertura da cromatina,
permitindo assim que muitos fatores de transcricdo tenham acesso aos promotores génicos
(lacobuzio-Donahue, 2009). Enquanto a metilacdo pode proporcionar a ativacdo ou regressao
génica, dependendo de qual residuo de lisina serd modificado (Talasz et al., 2005; Sega et al.,
2007). A H3K9 possui dupla funcdo, quando acetilada, podera ativar 0s genes; no entanto,
guando metilada, poderd silencia-los. Além disso, esta associada a condensacdo
cromossomica durante a progressao do ciclo celular (Park et al., 2011). Estudos demonstraram
que o0 modelo de estresse cronico por derrota social aumentou a acetilagdo da H3K9 no
cérebro de camundongos e de ratos Sprague—Dawley e na acetilacdo global da histona H3 no
hipocampo de ratos Sprague-Dawley (Covington et al., 2015; Hinwood et al., 2011; Hollis et
al., 2010.) E a H3K14 aumentou a acetilacdo em ratos Sprague—Dawley submetidos a derrota
social (Hinwood et al., 2011).

1.6 EPIGENETICA E OS TRAUMAS NA INFANCIA
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As adversidades no inicio da vida estdo associadas a alteracdes persistentes no
epigenoma, incluindo alteraces na metilacdo do DNA, que é o mecanismo mais estudado na
epigenética. Como descrito anteriormente, a metilacgdo do DNA pode alterar a expressdo
génica, ativando mecanismos em que as interacGes entre gene e ambiente afetam as respostas
bioldgicas (Dunn et al., 2019). Pontua-se que os padrbes epigenéticos herdados e os fatores
ambientais podem impactar os mecanismos epigenéticos e nesse aspecto o trauma infantil esta
incluso. E importante salientar que os padrdes epigenéticos podem ser transmitidos
intergeracionalmente e tem sido associado a alteragcbes em espermatozoides humanos (Jiang et
al., 2019).

Os estudos epigenéticos do trauma na infancia podem confirmar um efeito
sinérgico entre a exposi¢cdo ao trauma precoce e as mudancas nesses mecanismos (Jaworska-
Andryszewska et al., 2019). Um estudo realizado com criangas que sofreram traumas na
infancia observou que houve um aumento significativo da metilacdo comparados aos
controles saudaveis (Yang et al., 2013). A metilacdo do DNA é um fator importante para
mediar as consequéncias neurobioldgicas do trauma na infancia ao longo da vida. Podendo
aumentar os padrdes comportamentais disfuncionais e aumentar o risco de psicopatologia
(Lutz et al., 2015). Esses mesmos autores apresentaram uma hipotese de que 0s mecanismos
epigenéticos, em especial, a metilacdo do DNA forma uma memaoria molecular que exerce um
efeito na funcdo cerebral a longo prazo, podendo também constituir um biomarcador de fenétipos

comportamentais relacionados ao trauma na infancia (Lutz et al., 2015).

1.7 JUSTIFICATIVA

O TB é uma condi¢do psiquiatrica crbnica e que possui uma etiologia multifatorial,
onde ha muitos aspectos que estdo interrelacionados. Salienta-se que os traumas na infancia
possuem uma relagdo com o inicio do TB bem como as alteragBes epigenéticas associadas.
Portanto, € importante compreender melhor as proteinas e as enzimas epigenéticas e qual € o

papel e a relacdo com o Transtorno Bipolar e o estresse vivenciado na infancia.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a presenca de traumas na infancia e as alteracdes epigenéticas envolvidas

nos pacientes com o Transtorno Bipolar.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os parametros de trauma na infancia em pacientes ambulatoriais com
transtorno bipolar atraves do questionario sobre traumas na infancia (QUESI);

e Avaliar a atividade de HDACs em sangue de pacientes ambulatoriais com transtorno
bipolar;

e Avaliar os niveis das Histonas (H3K9 e H3K14) em sangue de pacientes ambulatoriais
com transtorno bipolar;

e Avaliar a atividade de DNMTs em sangue de pacientes ambulatoriais com transtorno
bipolar.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

As entrevistas para diagndstico ou coleta de amostra de sangue periférico foram
realizadas somente apds assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Com
relacdo a TCLE, a participacdo foi voluntaria e sem interesse financeiro além de que os dados
obtidos sdo sigilosos e privados. O projeto passou pela aprovacdo do comité de ética em
pesquisa e humanos — CEP da UNESC, protocolo nimero 3.718.462. Néo existe conflito de

interesses entre os pesquisadores e 0s possiveis achados do projeto.

3.2 AMOSTRAS

Foi realizado um estudo transversal do tipo caso-controle pela anélise estatistica e
calculo do poder, onde foram analisados no total 46 controles e 36 pacientes com TB. Os
pacientes com TB foram atendidos nas Clinicas Integradas da Universidade do Extremo Sul
Catarinense - UNESC pelo Ambulatério de Pesquisa de TB. O diagnostico de TB foi
confirmado pela entrevista clinica estruturada DSM-5 (SCID-5) (First et al., 2017). Foram
incluidos individuos com TB tipo I, tipo 1l ou ciclotimicos. Os pacientes foram recrutados a
partir dos servi¢cos de salde do municipio de Cricitma, Ambulatorio de Psiquiatria das
Clinicas Integradas da UNESC e através de anuncios da midia impressa. Os resultados para
estes dois grupos foram estratificados. Apos a triagem, amostras de sangue foram coletadas
por venopuncdo da regido ante cubital para as dosagens bioguimicas propostas.

Os controles eram sujeitos sem transtornos psiquiatricos, voluntarios, que usavam
0 mesmo ambulatério e que concordaram em participar do estudo. Estes ndo poderiam ter
historia de doengas psiquiatricas maiores, deméncia ou deficiéncia mental. Todos foram

pareados por sexo, idade, uso ou ndo de alcool e cigarro.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO PARA PACIENTES
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Individuos acometidos pelo TB do Humor Tipo I, Il ou ciclotimico com episddio atual
maniaco, misto, depressivo ou eutimico, de acordo com o SCID-5 (DSM-5). Idade a partir de
18 anos e capacidade do paciente ou, em casos mais severos, do familiar responsavel em

fornecer o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

3.4 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidos aqueles que se negaram a fornecer o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido; N&o tenham diagndstico confirmado pelo SCID-5 (DSM-5); Negar-se a coletar

a amostra de sangue periférico e menores de 18 anos de idade.

3.5 CRITERIOS DE INCLUSAO PARA CONTROLES

Nenhum diagnostico psiquiatrico atual de acordo com o SCID-5; Acima de 18 anos;
Capacidade de entender e fornecer Termo de Consentimento Livre e Esclarecido; Concordar
com a coleta de amostra de sangue periférico; Ndo estar em uso de psicofarmaco e/ou
substancia psicoativa; N&o ser familiar em 1° grau de paciente com diagnostico psiquiatrico.

3.6 ENTREVISTA CLINICA ESTRUTURADA PARA O DSM-V TRANSTORNOS - SCID
-5

Trata-se de uma Entrevista Clinica Estruturada para o DSM-IV (SCID-1V), traduzida e
adaptada para o portugués por Cristina Marta Del Bem, Anténio Waldo Zuardi, José Antdnio
Alves Vilela e José Alexandre de Souza Crippa que se caracterizam como um instrumento
utilizado para a elaboracéo de diagnosticos clinicos psiquiatricos fundamentados no DSM-IV.
A SCID é dividida em modulos que obedecem as categorias diagndsticas maiores. Os critérios
diagnosticos estdo presentes no proprio corpo do instrumento, promovendo a elaboracdo do

diagndstico conforme a entrevista progride (Del-Bem, 2001).

3.7 ESCALA YOUNG PARA MANIA
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A escala Young é uma das escalas de avaliacdo mais utilizadas para avaliar
sintomas maniacos. Apresenta 11 itens e é baseada no relato subjetivo do paciente sobre
sua condigdo clinica nas Gltimas 48 horas. Estes itens sdo os seguintes: 1) Humor e afeto
elevados; 2) Atividade psicomotora elevada; 3) Interesse sexual; 4) Sono; 5) Irritabilidade; 6)
Fala (velocidade e quantidade); 7) Linguagem — disturbio do pensamento; 8) Conteudo; 9)
Comportamento disruptivo agressivo; 10) Aparéncia; e 11) Insight (discernimento).
Informacdo adicional baseia-se em observagBes clinicas efetuadas durante o decurso da
entrevista clinica. Os itens sdo selecionados com base em descri¢cdes publicadas dos
principais sintomas de mania (Beigel et al., 1971; Vilela et al., 2005).

Esta escala propde graus de severidade para cada um dos 11 itens. Por exemplo, na
versdo em portugués, desenvolvida por Vilela et al. (2005), os graus do item 1 sdo
estruturados da seguinte forma: 0) “Auséncia de elevagao do humor ou afeto”; 1) “Humor ou
afeto discreta ou possivelmente aumentados, quando questionado”; 2) “Relato subjetivo de
elevacdo clara do humor; mostra-se otimista, autoconfiante, alegre; afeto apropriado ao
conteido do pensamento”; 3) “Afeto elevado ou inapropriado ao contetido do pensamento;
jocoso”; e 4) “Euforico; risos inadequados, cantando”. Os itens 5, 6 ¢ 8 t€m maior peso na

pontuacdo do teste, sendo-lhes atribuidos escores maiores (0 a 8), 0 que ressalta a sua

importancia para a severidade do quadro clinico.

3.8 ESCALA DE HAMILTON PARA DEPRESSAO

Foi desenvolvida por Max Hamilton (1912-1988) no final da década de 1950.
Atualmente, é utilizada no mundo todo e é considerada um “padrdo ouro” na avaliagdo da
depressao. Originalmente, possuia 21 itens, sendo posteriormente reduzidos a um namero de
17, com perguntas relacionadas a humor, sentimentos, suicidio, insénia, trabalho, agitacéo,
sintomas gastrintestinais e genitais, hipocondria e peso corporal (ou seja, caracteristicas
psiquicas e somaticas). Cada item é mensurado em graus ou escores. Cada escore pode variar
de 0 a2 ou 0 a4, dependendo do item em questdo. Em geral, escores finais maiores que 25
pontos caracterizam pacientes “gravemente deprimidos’; escores entre 18 e 24 pontos,
individuos “moderadamente deprimidos™; e escores entre 7 e 17 pontos, pacientes “com

depressao leve” (Gallucci Neto et al., 2001).
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3.9 ENTREVISTA ESTRUTURADA

Consiste em uma série de perguntas que visam a averiguar os dados bésicos de
identificacdo dos pacientes, analisar os dados socioecondmicos bem como dados clinicos
relacionados a saude fisica e mental dos individuos. Todos os dados coletados tinham a

finalidade de comparar os pacientes TB com os controles.

3.10 QUESTIONARIO SOBRE TRAUMAS NA INFANCIA (QUESI)

O QUESI é um instrumento clinico utilizado para detectar maus tratos na infancia.
Ele ndo pode ser usado como instrumento diagndstico e sim como inventario para indicios de
situagbes de traumas na historia de vida pregressa do sujeito. A versdo brasileira do
instrumento vem sendo validada, sendo uma adaptacdo do americano CTQ (Chidrenhood
Trauma Questionary) desenvolvido por Bernstein e Fink em (1998). Este questionario é
composto por vinte e oito (28) questdes, divididas em cinco subescalas, sendo elas abuso
sexual, abuso fisico, abuso emocional, negligéncia fisica e negligéncia emocional. Estas
subescalas sdo avaliadas distintamente no instrumento e depois de uma forma integrada. As
perguntas foram respondidas através de uma escala Likert, de cinco pontos em que “1”
significa que nunca ocorreu; “2” significa que ocorreu poucas vezes; “3” significa que ocorreu
as vezes; “4” significa que ocorreu muitas vezes; e “5” significa que ocorreu sempre. E
medida por meio de autorrelato, e pode ser aplicado com individuos acima dos 12 anos de
idade.

3.11 EVENTOS ADVERSOS

Os eventos adversos mais comuns estiveram relacionados a venopungao:
hipotensdo, sonoléncia, tontura e formagdo de area de equimose e hematoma no local. Os
eventos adversos foram monitorados através da medida da pressao arterial e entrevista clinica

e todos os dados foram registrados no prontuario e nos documentos da pesquisa.

3.12 REGISTRO E ARMAZENAMENTO DE DADOS
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Os dados dos pacientes foram registrados no prontuario de pesquisa do
Ambulatério de TB da UNESC e nos documentos proprios do projeto de pesquisa. Os
documentos da pesquisa foram armazenados no Laboratério de Psiquiatria Translacional da
UNESC, em armarios chaveados com acesso somente aos pesquisadores diretamente ligados

ao projeto.

3.13 TERMINO DO ESTUDO

Ap6s a coleta da amostra de sangue periférico, os pacientes foram
reencaminhados ao local de tratamento de origem (ambulatério de psiquiatria da UNESC,
ambulatorios de outros hospitais ou instituicdes, ou servi¢o privado). Caso o paciente ndo
estivesse em tratamento em nenhum local, este foi encaminhado ao Sistema Unico de Salde

(SUS) ou para atendimento privado, conforme sua preferéncia e/ou necessidade.

3.14 ENSAIOS BIOQUIMICOS

3.14.1 Coleta de Sangue Periférico e isolamento de linfocitos

Foram coletadas 30 mL de amostra de sangue periférico dos pacientes e controles, que
aderiram ao estudo, por venopuncéo da regido ante cubital do braco direito ou esquerdo. Entre
10 e 20ml de sangue periférico foi coletado por puncdo venosa em tubos de heparina de
pacientes bipolares. O sangue foi coletado pela manha (entre 8h e 10h) e os pacientes estavam
em jejum. As células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas usando
centrifugacdo em gradiente de densidade Ficoll-Paque (GE Healthcare, EUA), de acordo com
as instrugdes do fabricante. Foi adicionada solucédo tampéo de fosfato (PBS) na suspenséao de
PBMC resultante, contendo principalmente linfocitos, e centrifugada a 1300 rotacdes por
minuto (RPM) por 10 min. O sobrenadante foi removido e 0 sedimento foi ressuspenso em
PBS (este procedimento foi repetido duas vezes). Foi centrifugado a 1200 RPM por 5 mine o
sobrenadante foi removido e o pellet foi alocado em -80 ° C para analise posterior (Boyum,
1976).
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3.14.3 Avaliacao da atividade das HDACs e das DNMTs

3.14.3.1 Extracdo nuclear

A extracdo nuclear, necessaria para a avaliacdo dos parametros de epigenética, foi
realizada utilizando-se um kit comercial especifico (EpiQuik™ Nuclear Extraction Kit Il,
Epigentek Group Inc., Farmingdale, Nova lorque, Estados Unidos; cddigo OP-0022-100).
Foram homogeneizados em tampao de lise citoplasmatico contendo ditiotreitol e inibidores
de protease. A suspensdo foi mantida em gelo durante 15 minutos e depois centrifugada a
250 x g durante 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento sera dissolvido
em dois volumes de tampdo de lise citoplasmatico frio. A suspensdo foi homogeneizada
através de uma seringa com a agulha de calibre pequeno e centrifugada em 8000 x g durante
20 min a 4 °C. O sedimento resultante contera a fracdo nuclear das células fragmentadas. Este
sedimento foi dissolvido em tampé&o de extracdo nuclear contendo inibidores de protease e
ditiotreitol, e a suspensdo foi homogeneizada com uma seringa com agulha de calibre
pequeno. A amostra resultante foi mantida em agitacdo lenta durante 30-60 min num
agitador orbital, a 4 °C. Em seguida, a suspensdo nuclear foi centrifugada a 16000 x g
durante 5 mina4 °C e 0 sobrenadante contendo o extrato nuclear foi transferido para um
novo tubo e armazenado a —80 °C até a andlise posterior. O célculo da atividade das
HDACs ou das DNMTs foi realizado com base na curva padrdo, e os valores foram

apresentados em pM/ug de proteina.

3.14.3.2 Atividade das HDACs e das DNMTs

A atividade das enzimas DNMTs, HATs e HDACs foi determinada em extratos
nucleares (fracdo nuclear) obtidos de amostras de sangue periférico de pacientes com TB.
Foram utilizados Kits para ensaio de cada enzima, com placas de 96 pocos, de acordo com as
instrugdes do fabricante (Epigentek Group Inc.; DNMTSs: EpiQuik™ DNA Methyltransferase
Activity/Inhibition Assay Kit, codigo P-3001; HATS: EpiQuik™ HAT Activity/Inhibition Assay
Kit, cadigo P-4003; HDACs: EpiQuik™ HDAC Activity/Inhibition Assay Kit(Colorimetric),
codigo P-4002). No kit para ensaio de atividade de DNMTs, um substrato de DNA com alta

concentracdo de citosina reveste a superficie interna dos pocos da placa. Estes pogos foram
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tratados para apresentar uma alta capacidade de absorcdo de DNA. As DNMTSs presentes nas
amostras transferem um grupo metila derivado da S-adenosilmetionina para o substrato de
DNA. O DNA metilado pode, entéo, ser reconhecido por um anticorpo anti-5’-metilcitosina.
A quantidade de DNA metilado, a qual é proporcional a atividade de DNMTs, pode ser
quantificada colorimetricamente.

No kit para ensaio de atividade de HATs, um substrato de histona reveste a
superficie interna dos pocos da placa. As HATSs presentes nas amostras se ligam e acetilam o
substrato de histona. O substrato acetilado pode, entdo, ser reconhecido por um anticorpo de
alta afinidade dirigido contra histona acetilada. A quantidade de histona acetilada, a qual é
diretamente proporcional a atividade de HATs, pode entdo ser quantificada
colorimetricamente. Ja no kit para ensaio de HDACs, a superficie interna dos pogos é
revestida com um substrato de histona acetilada. As HDACs presentes nas amostras se ligam
e desacetilam o substrato de histona. O substrato remanescente, que nao sofreu desacetilagéo,
pode ser reconhecido por um anticorpo de alta afinidade dirigido contra histonas acetiladas. A
quantidade de histonas acetiladas, que € inversamente proporcional a atividade de HDACS,
pode entdo ser quantificada colorimetricamente.

As leituras colorimétricas foram realizadas em um leitor de placas de ensaio
imunossorvente ligado a enzima (ELISA), com comprimento de onda de 450 nanémetros

(nm) tanto para a atividade de DNMTSs quanto para a atividade de HATs e HDACs.

3.14.3.3 Niveis de acetilacdo de H3K9 e H3K14

Outros importantes parametros epigenéticos avaliados no presente estudo foram o0s
niveis de histona H3 acetilada em H3K9 e H3K14, os quais estdo associados a um estado da
cromatina transcricionalmente ativo, conforme supracitado (Bergmann et al.,, 2012;
Karmodiya et al., 2012; Fernandez-Sanchez et al., 2013; Qiao et al., 2015). Os niveis de
acetilacdo de histona foram mensurados por meio de kits comerciais especificos, seguindo-se
as instrucgdes do fabricante (Epigentek Group Inc.; H3K9 acetilada: EpiQuik™ Global Acetyl
Histone H3-K9 Quantification Kit (Colorimetric), codigo P-4010; H3K14 acetilada:
EpiQuik™ Global Acetyl Histone H3-K14 Quantification Kit (Colorimetric), codigo P-4012).

Brevemente, o principio do método subjacente a estes kits é descrito a seguir. A
H3K9 ou H3K14 acetilada presente na amostra é capturada por um anticorpo anti-H3K9 ou

anti-H3K14 ligado a superficie interna dos pogos da microplaca. A histona acetilada
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capturada pelo anticorpo pode entdo ser detectada por meio de um anticorpo de detecgédo
“marcado”. Posteriormente, ¢ adicionado aos pogos o reagente para o desenvolvimento de
coloragdo, para posterior avaliagdo da absorvancia. A razdo de H3K9 ou H3K14 acetilada é
proporcional a intensidade da absorvancia medida. A quantidade absoluta de histona acetilada
pode ser quantificada através da comparacdo com um controle padrao.

As avaliacdes colorimétricas foram realizadas em um leitor de placas de ELISA, com
comprimento de onda de 450 nm tanto para a H3K9 quanto para a H3K14. A quantidade
absoluta de cada histona foi expressa como nanogramas de histona por miligrama de proteina

(ng/mg).

3.15 DOSAGEM DE PROTEINAS

O conteudo de proteinas foi mensurado conforme a técnica desenvolvida por

Lowry e colegas (1951), com ligeiras modificacGes (Peterson, 1977).

3.16 ANALISE DOS DADOS

A normalidade da distribuicdo dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk.
Idade, escolaridade, escores da HDRS e YMRS foram avaliados usando o teste de Mann-
Whitney para identificar as diferencas entre os grupos. As variaveis sexo e tabagismo foram
avaliadas por meio do teste qui-quadrado de Spearman. Os graficos estdo apresentados como
mediana e intervalo interquartil. Os ensaios foram realizados em duplicata e a média foi
utilizada na anélise. Os dados foram comparados por meio do teste U de Mann Whitney para
amostras independentes. As diferencas entre os grupos foram consideradas estatisticamente
significativas quando p < 0,05. As analises foram realizadas por meio do programa IBM SPSS
Statistics (IBM, Armonk, Nova lorque, Estados Unidos). As figuras de graficos dos resultados
foram geradas utilizando-se a versdo 9.0 do programa GraphPad Prism para Windows

(GraphPad Software, San Diego, California, Estados Unidos).
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4 RESULTADOS

Para a etapa do presente estudo, foi recrutado 82 participantes, sendo 46 para o
grupo de controles e 36 individuos com TB para 0 grupo dos casos.

Na tabela 1 estdo apresentados os resultados referentes as caracteristicas dos
grupos. A idade média dos participantes variou entre 35 anos para os controles e 45,5 anos
para os casos. Referente ao grupo dos casos de TB, (n=36) eram do sexo feminino e (n=10)
eram do sexo masculino. Quanto aos anos de estudo relatados pelos participantes sobre sua
educacdo a média foi de 15 anos para os controles e 12,5 anos para 0s casos. Quanto a
porcentagem do habito de fumar cigarro dos participantes 17,4% eram fumantes nos controles
e no grupo dos casos de TB 30,6% dos individuos eram fumantes.

Referente ao histérico do transtorno observou-se que na escala de Hamilton, os
pacientes com TB, nas categorias de episodios de humor, apresentaram-se 6,28 + 4,64 para
Eutimicos, 19,82 + 6,47 para deprimidos, 7,33 + 5,13 para Maniacos e Mistos 17,67 + 5,03.
Ressalta-se que na escala de Hamilton, o episddio Deprimido apresentou-se significancia
conforme os casos, sendo que esse foi o estado de humor apresentado na entrevista.

Isso também foi observado na escala de Young, sendo que nos controles houve
uma proporcdo de 0,22 + 0,72, ja nos casos de TB por meio das categorias de humor, o
episddio Eutimico apresentou 2 + 2,88, para 0 episddio Depressivo 2,26 + 2,88, para o
episddio Maniaco 9,33 + 3,21 e para o episédio Misto apresentou 12,66 + 4,5. Nessa escala,
os episodios Mistos obtiveram maior significancia e em segundo, os episodios Maniacos,
sendo esses apresentados na hora da entrevista.

A idade média relatada para o inicio da doenca foi de 31,44 anos e o tempo médio
da doenca foi de 12,5 anos. Com relagdo ao uso de medicamentos, a maioria dos participantes
fazia uso do Li, representado por 30,6% dos pacientes. Dentro da amostra, 0s participantes
faziam uso das seguintes medicagdes, os Anticonvulsivantes apresentaram a maioria, sendo a
Carbamazepina com 13,9% juntamente com a Lamotrigina. Na classe dos Antidepressivos, a
Sertralina com 16,7%. Na classe dos Antipsicoticos atipicos a Quetiapina apresentou 2,2%.
Na classe dos Antipsicéticos atipicos o uso da Clorpromazina teve 8,3%. Na classe dos
Benzodiazepinicos o Clonazepan com 27,8%. Na classe do Biperideno com2.8%. Na classe
do Metilfenidato com 5,6%.
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Tabela 1 — Carateristicas das amostras

Controles (n = 46) Pacientes com TB (n = 36) ?j/ealpcw
Idade (anos) mediana (IQR) 35 (44) 45.5 (42) 0.1612
Escolaridade (anos) mediana (IQR) 15 (38) 12.5 (25) 0.0692
Sexo (F/M) (36/10) (29/7) 0.799°
Fumante n (%) 8 (17.4) (11) 30.6 0.161°

Eutimico: 7 (6.28 + 4.64)

Depressivo: 23 (19.82 £
Hamilton, n (média = SD) 46 (1.04 +£2.24)  6.47)

Maniaco: 3 (7.33 + 5.13)

Misto: 3 (17.67 £ 5.03)

Eutimico: 7 (2 + 2.88)

Depressivo: 23 (2.26 +
Young, n (média + SD) 46 (0.22+0.72)  2.88)

Maniaco: 3 (9.33 + 3.21)

Misto: 3 (12.66 + 4.5)

Idade de inicio (anos), média + SD 31.44+11.18
Duracéo de condigdo (anos), mediana
(IQR) 12.5 (36)
Uso de medicagOes n (%) Pacientes com TB
Litio 11 (30.6)
Carbamazepina: 5 (13.9)
Anticonvulsivantes Acido Valproéico: 3 (8.3)

Lamotrigina: 5 (13.9)

Bupropiona 3 (8.3)
Venlafaxina 3 (8.3)
Sertralina: 6 (16.7)
Antidepressivos Citalopram 5 (13.9)
Fluoxetina: 5 (13.9)
Imipramina: 1 (2.8)
Amitriptilina: 1 (2.8)

Olanzapina 4 (11.1)
Antipsicéticos Atipicos Quetiapina: 8 (22.2)
Risperidona: 4 (11.1)

Clorpromazina 3 (8.3)

Antipsicoticos Tipicos )
Levomepromazina: 1 (2.8)

Alprazolam 5 (13.9)

Benzodiazepinicos Diazepam: 3 (8.3)
Clonazepam: 10 (27.8)

Biperideno 1(2.8)

Metilfenidato 2 (5,6)

Tabela 1: Caracteristicas sociodemograficas dos pacientes, Scores das escalas de Hamilton e Young, e
medicaces usadas pelos pacientes. @ Teste de Mann-Whitney. ° Teste qui-quadrado de Spearman.
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Na figura 1 apresenta-se 0s scores do Questionario de Traumas na Infancia (QUESI)
divididos em negligéncia emocional (1A); negligéncia fisica (1B); abuso fisico (1C); abuso
emocional (1D); abuso sexual (1E) e score total (1F) em linfdcitos de pacientes com relacdo
ao grupo controle e ao grupo de individuos com TB. Observou-se um aumento significativo
no grupo de individuos de TB no score relacionado a abuso emocional (1D), abuso fisico (1C)
e abuso sexual (1E). Observou-se uma diminui¢do no grupo de individuos de TB no score
relacionado a negligéncia emocional (1A).
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Figura 1: Os scores do Questionario de Traumas na Infancia (QUESI) divididos em negligéncia emocional
(1A); negligéncia fisica (1B); abuso fisico (1C); abuso emocional (1D); abuso sexual (1E) e score total (1F) em
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linfécitos de pacientes com TB e controles saudaveis. Dados avaliados através do teste U de Mann Whitney.
*p <0.05 comparado ao grupo controle. Os graficos estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil.

A figura 2 mostrou a atividade da HDAC1 e HDAC?2 nos pacientes com TB quando
comparados ao grupo controle. E possivel observar que ndo houve diferenca significativa
entre os grupos avaliados.
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Figura 2: Atividade de HDA1 (2A) e HDA2 (2B) em linfdcitos de pacientes com TB e controles saudaveis.
Dados avaliados através do teste U de Mann Whitney. *p <0.05 comparado ao grupo controle. Os graficos estéo
apresentados como mediana e intervalo interquartil.

Os niveis de concentracdo em ng/mg da atividade do DNA Metiltransferase em
pacientes com TB e controles saudaveis podem ser observados na figura 3. E possivel
observar que houve um aumento significativo nos niveis da atividade do DNA
Metiltransferase nos pacientes com TB comparados ao grupo controle.

Figura 3A

1.04 *
) A A
= 2 081 v
A2 Mzt
s S 0.6 vy M
3 S V¥vvy Yy :-- vy
2 E v v vy
< = 044 v :
e v v
= E v
< 021 AN

0.0 T T

Controle Transtorno Bipolar

Figura 3: Atividade de DNA Metiltransferase em linfocitos de pacientes com TB e controles saudaveis. Dados
avaliados através do teste de U de Mann Whitney. *p <0.05 comparado ao grupo controle. Os graficos estdo
apresentados como mediana e intervalo interquartil.
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Na figura 4 demonstra os niveis das histonas especificas H3K9 e H3K14 em ng/mg em
linfocitos de pacientes com TB e controles saudaveis. Os pacientes com TB apresentaram
niveis elevados das histonas especificas H3K9 e H3K14 comparados com o grupo controle.

Figura 4B Figura 4A

4004 250+

*

v
200 Yvr
300+

-

- -
dd4d4 < -
- -
- -
Niveis de H3-K 14
(ng/mg protein)
<
<]
< <
< <]
ad <
al <4
<4 <1
a  qaa
< Bl
<
-4
- - -
- -
“d -
a4 -

“« «
-
-«

v
vV
vvy¥
vV yg¥

¥

v
vievyvev

1504
2004

S 1004

Niveis de H3-k9
(ng/mg protein)

-
-

100+ 50

T T T T
Controle Transtorno Bipolar Controle Transtorno Bipolar

Figura 4: Niveis das histonas especificas H3K9 e H3K14 em linfécitos de pacientes com TB e controles
saudaveis. Dados avaliados através do teste de U de Mann Whitney. *p <0.05 comparado ao grupo controle. Os
gréficos estdo apresentados como mediana e intervalo interquartil.
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5 DISCUSSAO

O TB é uma psicopatologia que estd associada por periodos e fases, onde ha
prevaléncia de sintomas maniacos, sintomas depressivos e podem ser intercalados com
periodos ciclotimicos. No entanto, essas caracteristicas também estdo impactadas com
questdes psicoldgicas e sociais ocorridas (Ironside et al., 2020). Por ser um transtorno
altamente recorrente, a grande maioria dos individuos possuem recaidas, mesmo com todos 0s
tratamentos disponiveis (Gitlin e Miklowitz.,2017). Devido as mdltiplas causas envolvidas no
TB, 0 estresse psicossocial € um fator que parece aumentar os episddios negativamente onde
nesse sentido, o trauma na infancia é um indicador de risco ambiental para o diagnostico bem
como para piores desfechos clinicos e um maior comprometimento funcional (Farias et al.,
2019; Watson et al., 2014).

O presente estudo procurou fazer uma analise sobre a relacdo dos traumas ocorridos na
infancia e a relacdo com a etiologia e a fisiopatologia do TB. A ocorréncia de eventos
traumaticos na infancia é um fator que tem sido investigado e associado ao TB, em especifico,
com o inicio precoce da doenga, com as comorbidades, com as tentativas de suicidio e com o
pior curso da doenca (Vieira et al., 2020).

Nesse estudo foram recrutados 82 participantes dos quais 46 eram para 0 grupo de
controles e 36 individuos com TB. Com esses individuos foi aplicado o Questionario de
Traumas na Infancia (QUESI) que aborda subtipos relacionados aos traumas, sendo abuso
fisico, abuso emocional, abuso sexual, negligéncia fisica e negligéncia emocional. O grupo de
individuos com TB apresentaram um aumento significativo com relacdo aos fatores ligados
aos eventos traumaticos ocorridos na infancia diferente dos individuos controles. Esses
achados estdo em consonancia com os estudos ja realizados de que individuos com TB
relataram altas taxas de traumas ocorridos na infancia diferente dos individuos controles
(Vieira et al., 2020).

Assim, 0 grupo de TB apresentou scores com um aumento significativo nos subtipos
que envolviam o Abuso Emocional, Abuso Fisico e Abuso Sexual. O subtipo Negligéncia
Fisica ndo apresentou significAncia. Com relacdo aos subtipos de traumas na inféancia,
destaca-se que os abusos fisicos e sexuais tém um forte impacto no TB e contribuem para
caracteristicas clinicas desfavoraveis na vida adulta (Aas et al., 2016). Abuso emocional e
negligéncia emocional também tém sido estudados e possuem fatores que contribuem

negativamente para os desfechos do transtorno. Cada subtipo de situagBes traumaéticas
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vivenciadas na infancia estdo associados a diversos transtornos psiquiatricos, incluindo os
transtornos de humor (Carr et al., 2013).

O abuso fisico pode ser considerado o preditor que resulta negativamente para o
transcorrer do TB, além de estar associado ao inicio precoce, ciclismo rapido e na demora
pelo tratamento. H& um risco alto também para o desenvolvimento do Transtorno de Estresse
Pds-traumatico e Abuso de Substancias. O abuso emocional e a negligéncia emocional estéo
relacionados também com o inicio precoce do TB, tentativas de suicidio e abuso de
substancias (Daruy-Filho et al., 2011; Toda et al., 2018; Citak et al., 2021). O abuso
emocional pode aumentar o nimero de episddios de mania, contribuindo para desregulacédo
emocional (Lavi et al., 2019). Com relacdo ao abuso sexual, esse tem sido associado em
alguns estudos com o transtorno bipolar tipo | (Janiri et al., 2015). Ressalta que independente
do subtipo de trauma ocorrido no desenvolvimento da infancia, ambos contribuem na
gravidade dos sintomas, desde ideacao suicida, ansiedade, impulsividade e depressao (Martins
et al., 2014). O estresse no inicio da vida proporciona uma maior vulnerabilidade aos
transtornos de humor, onde esses eventos traumaticos estdo associados a alteragfes estruturais
e funcionais (Daruy-Filho et al., 2011). Afeta também de forma negativa a resiliéncia e o
apego seguro, ocasionando a desconfianca diante de situaces e emocdes (Citak et al., 2021).

Referente aos resultados dessa pesquisa, 0s pacientes com TB apresentaram alteracdes
com relacdo ao abuso, sendo esse significativo com relacdo ao aspecto emocional, sexual e
fisico. Esses dados podem ser confirmados no estudo com pacientes TB comparados com
controles onde o abuso emocional e sexual além da negligéncia fisica foram presentes e
significativos (Moraes et al., 2018). Destaca-se também que 0s pacientes com TB
apresentaram na pesquisa a predominancia com relacdo ao estado depressivo 0 que se
corrobora com a indicagéo de que o abuso emocional e a negligéncia exercem impacto maior
na ocorréncia de depressdo (Mandelli et al., 2015).

H& uma literatura crescente e vasta sobre as consequéncias negativas do trauma
vivenciado na infancia principalmente experimentando nos primeiros anos de vida (Cicchetti
et al., 2015; Cicchetti et al., 2016; Cicchetti et al., 2017). Essas influéncias de situagdes
traumaticas como abuso sexual e abuso fisico proporcionam no desenvolvimento psicoldgico
mudangas no processamento cognitivo, resultando em um efeito negativo principalmente na
vida adulta. Essa associacdo esta ligada ao impacto dos fatores genéticos e epigenéticos. Os

processos epigenéticos tém apresentado que tanto a transducdo de experiéncias ambientais,
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das modificacbes no genoma e da estrutura cerebral tém um forte impacto na relacdo com os
traumas na infancia (Misiak et al., 2020).

Quanto aos parametros epigenéticos e a sua importancia na fisiopatologia do TB, cabe
ressaltar que o termo epigenética € visto como alteracdes de longa data na expressao génica e
que sdo regulados pelos mecanismos de transcrigdo, pds-transcricao, traducgéo, pds-traducéo e
que ndo implica em nenhuma alteracdo na sequéncia do DNA (Ludwing e Dwivedi., 2016).
Os mecanismos epigenéticos sdo componentes criticos no desenvolvimento normal e no
crescimento das células e atuam para mudar a acessibilidade a cromatina para regulaco
transcricional por meio das modificacdes do DNA e pela alteracdo ou remodelagem de
nucleossomos (Fries et al., 2018). Os transtornos de humor possuem uma etiologia
multifatorial, onde pode ocorrer a interacdo dos fatores genéticos e ambientais e esta interagdo
esta envolvida e e responsaveis pelo desenvolvimento deles. Na literatura ja é amplamente
descrito que diversas influéncias genéticas e ambientais podem agir como fatores de risco
para o desenvolvimento do TB (Rowland e Marwaha., 2018).

Foi avaliada a atividade do DNA Metiltransferase, o nivel das histonas especificas
H3K14 e H3K9 além da atividade da HDAC1 e HDAC2. Observou nos resultados que houve
uma alteracdo na atividade da DNA Metiltransferase sendo significativa comparada com a
atividade apresentada no grupo controle. As enzimas DNA metiltransferases sdo responsaveis
por transferir um grupamento metil da S-adenosilmetionina (SAM) para 0 CpG do DNA.
(Jeltsch e Jurkowska; 2014). Um estudo observou o aumento da metilagdo do promotor para o
receptor glicocorticoide e a diminuicdo da sua expressdo no abuso infantil (McGowan et al.,
2009). Ressalta que as exposicdes no inicio da vida podem deixar marcas duradouras no
epigenoma, Vvisto que podem ser detectadas antes mesmo que a doenga possa se desenvolver
(Kundakovic et al., 2015). Pontua-se que dependendo do subtipo do trauma e do numero de
periodos do desenvolvimento em que isso foi vivenciado podera contribuir para maior
hipermetilagdo. Esses achados sdo explicados também pela pesquisa de Parade et al., 2016
que apresentou que criancas em idade pré-escolar que foram maltratadas obtiveram maiores
escores de adversidades e que estavam ligados a maior hipermetilagéo.

Com relagdo ao nivel das atividades das histonas especificas H3K9 e H3K14
apresentaram um aumento significativo na concentracdo referente a anélise do grupo dos
casos comparado ao grupo controle. Segundo a literatura, esse aumento da H3K9 e da H3K14
pode estar associado ao aumento da transcricdo génica em funcdo do estresse (Boulle et al.,
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2014). Os processos de cromatina caracterizados pela dindmica das variantes histonas podem
ser importantes com relacdo os transtornos induzidos pelo estresse (Dong; Pandey; 2021).

Experiéncias precoces resultam em modificacbes nas histonas, como em niveis
aumentados de acetilacdo H3K9. No entanto, alto niveis de cuidados maternos também
interferiram, porém, positivamente na metilacdo do H3K14, encontrados no hipocampo de
filhotes (Zhang et al., 2013; Ibrahim et al., 2021). O aumento da acetilacdo da histona
especifica H3K14 em um modelo animal, especificamente no hipocampo, possibilitou alta
atividade locomotora além de exploracdo sustentada (Hollis et al., 2011). Esta histona
especifica esta associada a regulacao do ciclo celular, apoptose e proliferacdo celular além da
ativacdo da transcricdo (Duan & Smerdon., 2014). Essas modificacfes precisam ainda ser
investigadas e mais aprofundadas.

No presente estudo ndo houve resultado significativo da atividade da HDAC1 e
HDAC2, porém vale ressaltar que mesmo ndo havendo um resultado significativo foi
observado uma discreta alteracdo na atividade da HDAC 1 (figura 2). O papel da deacetilacédo
da histona inativa a transcricdo génica, alterando entdo a estrutura da cromatina. Esta
desregulacéo transcricional pode contribuir para a fisiopatologia molecular dos transtornos de
humor (Tang et al., 2011; Machado-Vieira et al., 2011). A auséncia de significancia pode ser
relacionada ao fato do nimero pequeno de participantes no estudo e as diferencas de estados
de humor apresentados pelos participantes. Entretanto, sugere-se que 0s estressores ocorridos
na infancia podem aumentar a vulnerabilidade ao primeiro episddio de TB, sendo que esses
eventos precoces podem ser consistentes com déficits subsequentes na capacidade de produzir
mais cromatina, proporcionando um papel indireto para os inibidores de HDAC (Machado-
Vieiraetal., 2011).

Nesse sentido, o conhecimento dos mecanismos epigenéticos sdo extremamente
importantes, pois sao responsaveis pela modulacdo de diversas fungdes fisiologicas vitais para
0 adequado funcionamento do organismo. Alteragdes nesse mecanismo pode acarretar
disfungdes no adequado funcionamento de diferenciacdo, proliferacdo, divisdo celular,
inativagdo do cromossomo X, desenvolvimento embrionario e até mesmo no envelhecimento
(Choudhuri, 2011; Cotton et al.,2014; Unnikrishnan et al., 2019).

Por fim, os traumas na infancia acabam modificando as redes neurais, resultando em
efeitos cascatas ao longo do desenvolvimento, resultando na capacidade do individuo em lidar
com as situagdes e as demandas ambientais, visto que esses estressores como abuso sexual e a

negligéncia fisica estdo implicados na interrup¢do dos sistemas bioldgicos, incluindo assim
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todo o funcionamento imunoldgico, neuroenddcrino além dos aspectos emocionais

vivenciados.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo permitiu caracterizar o papel dos subtipos dos traumas vivenciados
na infancia e a relacdo com o TB além das alteragdes epigenéticas envolvidas. Observou que
0s eventos adversos na infancia impactam na neurobiologia bem como em aspectos
epigenéticos sendo esses apresentados nos resultados. Os pacientes com TB apresentaram
maiores situacfes traumadticas vivenciadas na infancia, onde essas mesmas possibilitaram
alteracOes epigenéticas presentes. As formas de abuso sdo fatores de risco associado a uma
série de problemas e frequentemente associa-se negativamente aos tratamentos.

Diante disso, o estudo apresentou que o DNA metiltransferase e 0s niveis das histonas
especificas H3K9 e H3K14 apresentaram aumento significativo quando relacionados aos
pacientes com TB, confirmando que este transtorno possui alteracfes genéticas. Referente aos
traumas vivenciados na infancia, o TB possui interferéncia com relacdo ao abuso fisico, ao
abuso emocional e ao abuso sexual.

E importante destacar que o ambiente, as situacBes, a cronicidade desses aspectos
traumaticos vao impactar quanto vulnerabilizar o individuo e todos 0s processos bioldgicos e
genéticos. Nesse sentido, é necessario o cuidado com os periodos sensiveis de
amadurecimento cerebral e emocional da infancia. A partir disso, novas pesquisas e estudos
s80 necessarios para a compreensao dos eventos adversos na infancia e a sua relacdo com os
transtornos psiquiatricos, em especial o TB e as alteracdes epigenéticas. Compreender esses
mecanismos possibilitam melhorar os desfechos na vida adulta e oferecer caminhos melhores
para intervencdes precoces, tratamentos e novas estratégias que proporcionem impactos
positivos para o desenvolvimento, visto que, essas exposicdes adversas associadas as

modificacOes epigenéticas ndo precisam ser permanentes.
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APENDICE A — TCLE

TCLE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo dos parametros  epigenéticos de
pacientes ambulatoriais com transtorno bipolar.

Objetivo: Determinar as alteragcdes epigenéticas que ocorrem em pacientes com transtorno

bipolar do humor para assim podermos melhor conhecer a fisiopatologia bem como as

alteracfes neuroquimicas e genéticas envolvidas neste transtorno.

Periodo da coleta de dados: 02/12/2019 a 01/08/2022
Tempo estimado para cada coleta: 2 horas

Local da coleta: Clinicas Integradas da UNESC

Pesquisador/Orientador: Samira S. Valvassori Telefone: 34312643
Pesquisador/Académico: Jhoanne Merlyn Luiz Telefone: 96440646

Como convidado(a) para participar voluntariamente da pesquisa acima intitulada
e aceitando participar do estudo, declaro que:

Poderei desistir a qualquer momento, bastando informar minha decisdo diretamente
ao pesquisador responsavel ou a pessoa que esta efetuando a pesquisa.

Por ser uma participacdo voluntaria e sem interesse financeiro, ndo havera
nenhuma remuneracdo, bem como ndo terei despesas para com a mesma. No entanto,
fui orientado(a) da garantia de ressarcimento de gastos relacionados ao estudo. Como
prevé o item 1V.3.g da Resolugdo CNS 466/2012, foi garantido a mim (participante de
pesquisa) e ao meu acompanhante (quando necessario) o ressarcimento de despesas
decorrentes da participacdo no estudo, tais como transporte, alimentacdo e hospedagem
(quando necessario) nos dias em que for necessaria minha presenca para consultas ou
exames.

Foi expresso de modo claro e afirmativo o direito de assisténcia integral
gratuita devido a danos diretos/ indiretos e imediatos/ tardios pelo tempo que for
necessario a mim (participante da pesquisa), garantido pelo(a) pesquisador(a) responsavel
(Itens 11.3.1 e 11.3.2, da Resolugdo CNS n° 466 de 2012).

Estou ciente da garantia ao direito a indenizacdo diante de eventuais danos
decorrentes da pesquisa (Item 1V.3.h, da Resolucdo CNS n° 466 de 2012).

Os dados referentes a mim seréo sigilosos e privados, preceitos estes assegurados
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pela Resolucdo n® 466/2012 do CNS - Conselho Nacional de Saude - podendo eu solicitar
informacbes durante todas as fases da pesquisa, inclusive apds a publicacdo dos dados
obtidos a partir desta.

Para tanto, fui esclarecido(a) também sobre os procedimentos, riscos e beneficios, a
saber:

DETALHES DOS PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS NA PESQUISA

RISCOS

BENEFICIOS

Declaro ainda, que tive tempo adequado para poder refletir sobre minha
participacdo na pesquisa, consultando, se necessario, meus familiares ou outras
pessoas que possam me ajudar na tomada de deciséo livre e esclarecida, conforme a
resolucdo CNS 466/2012 item IV.1.C.

Diante de tudo o que até agora fora demonstrado, declaro que todos 0s
procedimentos metodol6gicos e 0s possiveis riscos, detalhados acima, bem como as
minhas ddvidas, foram devidamente esclarecidos, sendo que, para tanto, firmo ao final a
presente declaracdo, em duas vias de igual teor e forma, ficando na posse de uma e outra
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sido entregue ao(a) pesquisador(a) responsavel (o presente documento  sera
obrigatoriamente assinado na ultima pagina e rubricado em todas as péginas pelo(a)
pesquisador(a) responsavel/pessoa por ele(a) delegada e pelo(a) participante/responsavel
legal).

Em caso de davidas, sugestdes e/ou emergéncias relacionadas a pesquisa, favor
entrar em contato com o(a) pesquisador(a) Samira S. Valvassori pelo telefone 3431 2643
e/ou pelo e-mail samiravalvassori@unesc.net.

Em caso de dendncias, favor entrar em contato com o Comité de Etica —
CEP/UNESC (endereco no rodapé da pagina).

O Comité de Etica em Pesquisa em Humanos (CEP) da Unesc pronuncia-se, no
aspecto ético, sobre todos os trabalhos de pesquisa realizados, envolvendo seres humanos.
Para que a ética se faca presente, 0 CEP/UNESC revisa todos os protocolos de pesquisa
envolvendo seres humanos. Cabe ao CEP/UNESC a responsabilidade priméria pelas
decisbes sobre a ética da pesquisa a ser desenvolvida na Instituicdo, de modo a
garantir e resguardar a integridade e os direitos dos voluntarios participantes nas
referidas pesquisas. Tem também papel consultivo e educativo, de forma a fomentar a
reflexdo em torno da ética na ciéncia, bem como a atribuicdo de receber dendncias e
requerer a sua apuragao.

ASSINATURAS

Voluntéario(a)/Participante Pesquisador(a) Responsavel
Assinatura Assinatura

Nome: Nome:

CPF: : . - CPF: : . -

Criciuma (SC), de de 20



mailto:samiravalvassori@unesc.net
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APENDICE 2 — Carta de aceite

Declaramos para os devidos fins que se fizerem necessarios, que concordamos em
disponibilizar setor (Ambulatério de Pesquisa em Transtorno Bipolar), da Instituicdo
Clinicas Integradas da Saude - UNESC, localizado na rua: Avenida Universitaria, 1105
— Bairro Universitario, CEP 88806-000, Criciima - SC, Brasil, para o desenvolvimento
da Pesquisa intitulada “Avaliagdo dos paramétros epigenéticos de pacientes ambulatoriais
com transtorno bipolar” sob a responsabilidade da Profa. Dra. Samira da Silva
Valvassori e Pesquisadora Jhoanne Merlyn Luiz do Programa de Po6s Graduacdo em
Ciéncia da Saude da Universidade do Extremo Sul Catarinense — UNESC, pelo periodo

de execugéo previsto no referido projeto.

Yt

UV ap

CER ILIMES(

Marlon Gongalves Zilli
Coordenador Geral das Clinicas Integradas
Universidade do Extremo Sul Catarinense



Anexo 1 — Parecer Consubstanciado do CEP

UNIVERSIDADE DO EXTREMO Platoforma
SUL CATARINENSE - UNESC %‘ﬂﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Tiwio da Pesquisa: AVALIAGCAD DOS PARAMETROS EPIGENETICOS DE PACIENTES
AMBULATORIAIS COM TRANSTORNO BIPOLAR
Pesquisador: Samira da Siva Valvassor
Area Temadtica:
Wers8o: 1
CAAE: 25267710.8.0000.011%

Institulgdo Proponente: Universidade do Extrema Sul Catarinense

Patrocinador Principal: CONSELHO NACIOMAL DE DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E
TECHOLOGICO-CHPG

DADOS DO PARECER
Miamero do Parecer: 3.7 18 462

Apresentacio do Projeto:

O projeto tem clara apresentagdo, descrevendo & problemética de investigacio e a importéncia em
investigar as alteragies epigendticas gue ocorrem em pacientes com franstomo bapolar do humor para
assim podermnos melhor conhecer & fislopatologla bem como as altera¢des neuroquimicas e gendticas
envalvidas neste franstomo.

Objetivoe da Pesquisa:

Os objetives s&o clanos & parmitem ser atingidos através da metodologia proposta.

Avallagio dos Riscos & Beneficlos:

A svallagio dos rscos s& mostram completos e estio devidamente adicionados ao termo de consentimento
que serd enfregue 805 panticipantes.

Comentarios & Conslderagbes sobre a Pesquisa:

A pesquiza apreseniada & de importante contnibwicBo clentifica. Os beneficios de mostram Importantes com
a pergunia de investigagdo. Os crolérios tanto de indusdo come exclusao s mostram completos.

Conslderagbes sobre os Termos de apresentagdo obrigabdria:
Termos & aulonizagdes enconiram-se comelios.

Emdaregn: Avenida Unkersidria 1 105
Balrro:  Universidno CEF: BB.806-000
UF: 85 Municiplo: CRICILUMA
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UNIVERSIDADE DO EXTREMO caw:lﬂrp

SUL CATARINENSE - UNESC
Conlinici & Panecer: 5715482

Recomendagbes:

Sam recomendaghes.

Conclusfes ou Pendénclas e Lista de Inadequagdes:
Sem pendéncias.

Consideragbes Finals a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relaclonados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Siuacho
Informagtes Basicas| PE_INFORMAGUES_BASICAS DO _F | 07112018 ACEID
ldoProjete  LROJETO 1418453 pof 16:39.38
TCLE / Terrnos de | TCLE_epigenatica. paf 07112019 |Samira da Siva Aceito
Assentimento | 16:38:07 | Valvassorl
Justificativa de
LAwsencia —
Progeto Detalhado ! | PROJETO_EPIGEMETICA. pdf 071112019 | Samira da Siva Aceito
Brochura 16:3748 | Valvassorl
Linwestgadar
Owiros cartadesceite_pdf 02132019 |Samira da Siva Acelto
13:18:556 | Valvassorl
Folha de Rosto platalonmaepigenatica_pdl Z10a/Z019 | Samira da Siva AcCEln
18:45:39 | Valvassori
Situacio do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciacio da CONEP:
Nao

CRICIUMA, 21 de Nowembro de 2019

Assinado por:

Marco Antdnio da Silva
(Coordenador(a))

45



Anexo 2 — Entrevista estruturada (PATH)

IDENTIFICACAO

Prontuario Ambulatério de Psiquiatria:

Nome completo: __
Sexo:

1- Masculino () 2-
Feminino ( )

Idade: anos
Etnia:

1- Branco (
) 2- Pardo

()
Negro ( )

Indigena ()
5-Amarelo

()

Ocupacéo:

Estudante ( )

Com ocupacao (remunerada): __ 3-
Sem ocupacao (ndo aposentado) (
?Dona de casa ( )

Em auxilio-doenca ( )

Aposentado por invalidez ( )

Aposentado por tempo de
servico ()

46

Data de Nascimento: _/ [ __

Situagao Conjugal:
Solteiro ( )
Casado ou companheiro fixo () 3-

Separado ou divorciado ( )
4- Viavo ( )

1.10 Renda familiar: R$__

1.9 Escolaridade:

Sem escolaridade ( )

Ens. Fundamental incompleto () 3- Ens.
Fundamental completo ( ) 4- Ens. Médio
incompleto ( )

Ens. Médio completo ( )

Ens. Superior incompleto ( ) 7- Ens.
Superior completo (



Anos de estudo: __

Repeténcia escolar: Sabe ler e escrever:

1-Sim( ) 2-Nao( ) 1-Sim( ) 2-Nao( )

Se sim: anos

repetidos

Endereco:

Cidade: Telefone para contato:
- )

CEP:-__ 2-( )

Peso atual (medido): kg 1.18 Altura (medidas): m
IMC:_[Pesol/(altura)?]

Menor peso da vida adulta (acima de 18 anos): kg Idade:

Maior peso ao longo da vida:.___kg Idade:

Tentativa de suicidio:
1-Sim ( ) 2-Nao ( Tipo de tentativa:
)
Arma de fogo ( ) 2- Enforcamento

1-
Se sim, nimeros () 3- Cortar pulso ( ) 4- Medicacgao
vezes ()



5- Pular de local alto ( ) 6- Outros, qual:

CARACTERISTICA DA DOENCA

Mudanca de peso depois do tratamento psiquiétrico:

1-Sim( ) 2-Nado( ) 3-Nao

sei( ) Idade do 1 ° episddio:____anos
Tempo de evolucdo da doenca_

Se sim, de qual peso ____ para anos

qual _

Tipo do 1° episddio:

Mania ()

Depresséo () 3- Misto ()

4- Hipomania ( ) 5- Nao sabe ( )

Idade que recebeu diagnostico médico: anos

Idade que usou medicacado psiquiatrica pela primeira vez:_anos (Com indicacéo

médica) qual:

Idade que usou estabilizador do humor pela primeira vez:_anos (Com indicacao
médica) qual:

Presenca de psicose no 1° episédio:

l1-sim( ) 2-Nado( ) 3-Naosabe( )



12 crise desencadeada por substancia:

1-Sim( ) 2-Nao( )

Se sim:

1- Antidepressivo, qual:__( ) 2- Maconha ( )

3- Cocaina () 4- Alcool ( )

5- Anorexigeno Anfetamina () 6- Anorexigeno Sibutamina ( )
7- Estimulantes - energéticos () 8- Hormdnios anabolizantes ( ) 9- Horménio

tireoide ( )
10- Outros, qual:__( )

HospitalizagcGes Psiquiatricas:

Sim( ) 2-Nao()

Se sim, quantas: __

Idade na 1° hospitalizagéo
psiquiatrica:
anos

Tipo de episédio (DSM-V): 1- Mania
()

Depressédo () 3- Misto ()

4- Hipomania ( ) 5- Nao sei ( )

Idade na ultima hospitalizac&o:
anos

Tipo de episédio (DSM-V): 1- Mania (
)

2- Depresséo () 3- Misto ()

4- Hipomania ( ) 5- Nao sei ( )



Ciclador rapido (4 ou mais episoddios em um ano) 1- Sim ( ) 2-Nao ( )

Realizou ECT: 3.HABITOS
1-Sim( ) 2-Nao( ) 3.1 Tabagismo atual:
Se sim, quantas séries: 1-Sim( ) 2-Nao( )

Se sim, maior n° de cigarro/dia:

Se sim, h& quanto tempo:
3.2. Tabagismo passado:

1-Sim () 2-N&o ()

TRATAMENTO PSIQUIATRICO

Vocé ja foi submetido a algum tratamento psiquiatrico?

1-Sim( ) 2-Nao( )

Quais medicamentos vocé tomou para qualquer dos
comportamentos/problemas psiquiatricos?

Ja usou
Nome da Medicacéo alguma vez?| Uso atual Dose atual
(tntalldin)

Alprazolan (Frontal) Sim | Nao | Sim N&o
Ac.Valproéico (Depakene)/ | Sim | Nao | Sim N&o

Nhinlnvanta (Nanaliana)

Amitriptilina (Tryptanol) Sim | Nao | Sim N&o

Biperideno (Akineton) Sim | Ndo | Sim N&o

Bupropiona (Zyban) Sim | Ndo | Sim N&o
Carbamazempina Sim | Nao | Sim Nao

Citalopram (Cipramil) Sim | Ndo | Sim N&o
Clomipramina (Anafranil) Sim | Ndo | Sim N&o

Clonazepam (Rivotril) Sim | Nao | Sim Nao

Clonidina (Atensina) Sim | Ndo | Sim N&o
Clorpromazina (Amplictil) | Sim | Nao | Sim N&o

Clozapina (Leponex) Sim | Nao | Sim Nao

Diazepan (Valium) Sim | Ndo | Sim N&o




Escitalopram (Lexadro) Sim | Ndao | Sim N&o
Fluxetina (Prozac) Sim | Nao | Sim N&o
Haloperidol (Haldol) Sim | Nao | Sim N&o
Imipramida (Trofanil) Sim | Nao | Sim N&o
Litio (Carbolitium) Sim | Ndao | Sim N&o
Levomepromazina Sim | Nao | Sim N&o
Lamotrigina (Lamictal) Sim | Ndao | Sim N&o
Metilfenidrato (Ritalina) Sim | Ndao | Sim N&o
Mirtazapina (Remeron) Sim | Nao | Sim N&o
Olanzapina (Zyprexa) Sim | Ndo | Sim N&o
Paroxatina (Aropax) Sim | Ndao | Sim N&o
Rivotril (Clonazepam) Sim | Nao | Sim N&o
Pimozida (Orap) Sim | Ndo | Sim N&o
Quetiapina (Soroquel) Sim | Ndao | Sim N&o
Rispiridona (Risperdal) Sim | Nao | Sim N&o
Sertralina (Zoloft) Sim | Ndo | Sim N&o
Sulpirida (Equilid;Sulpan) | Sim | Ndo | Sim N&o
Venlafaxina (Efexor) Sim | Nao | Sim N&o
Imipramida (Trofanil) Sim | Ndo | Sim N&o

HISTORIA FAMILIAR DE DOENCAS PSIQUIATRICAS:

Tem membros na familia com transtorno psiquiatrico?

1-Sim () 2-N&o ()

Parentes

Transtorno
Psiquiatrico

Mae

Pai

Irmao

N° Total:

Filhos

N° Total:

Avo materna




Avd materno

AvO0 paterna

Av0 paterno

N° familiares de 1° grau acometidos por Transtorno Bipolar: membros

N° familiares de 1° grau acometidos por outras doencas psiquiatricas:___membros

FATORES RELACIONADOS AO SEXO FEMININO

Uso atual de método
anticoncepcional:

1-Sim( ) 2-Nao( )

Se sim, qual(is):

1- Anticoncepcional oral (pilula) (
) 2-DIU ()

Camisinha()

Diafragma ( )

Coito interrompido () 6- L.
Tubaia ( )

7- Vasectomia do marido ( ) 8-

Tabelinha ( )
9- Qutros, qual: ___

Abortos:
1-Sim( ) 2-Nao( )
Se sim, quantos espontaneos: _

Se sim, quantos provocados: ___

Menopausa: 1-Sim( ) 2-Néao( )

Gestacoes:
1-Sim( ) 2-Néao( )

Se sim, quantas: __

Partos Normais:
1-Sim( ) 2-Nao( )

Se sim, quantos: __

Partos Cesareos:
1-Sim( ) 2-Nao( )

Se sim, quantos:




Se sim, idade (anos): 1-Sim( ) 2-Nao( )

Terapia de Reposi¢cao Hormonal (atual):

HISTORIA DE DOENCAS CLINICAS (ATUAL E PASSADA)

Vocé ja teve alguma destas doengas? Marcar com um X

Infeccdo SNC
1 | ()Sim |( )N&o | ( )N&o sei (Poliomielite,
ldade encefalite,
meningite)
Infeccéo frequente
2 | ()Sim | ( )Nao | ( )Nao sei da garganta
Idade
3 [()Sim | ( )Nao | ( )N&o sei Idade Coma
4 | ()Sim | ( )Nao | ( )N&o sei Idade Convulsao/ ataques
Ferimentos na
5 [()Sim | ( )Nao | ( )N&o sei cabeca (com perda
Idade de consciéncia)
6 |[()Sim | ( )Nao | ( )N&o sei Idade Enxaqueca
7 | ()Sim | ( )Nao | ( )N&o sei Idade Asma
8 [()Sim | ( )Nao | ( )N&o sei Idade Diabetes
9 [()Sim | ( )Nao | ( )N&o sei Idade Hipotireoidismo
10| ( )Sim | ( )N&o | ( )N&o sei Idade Hipertireoidismo
11| ( )Sim | ( )N&o | ( )N&o sei ldade Febre Reumatica
12| ( )Sim | ( )Nao | ( )Nao sei Idade Derrame Cerebral
13| ( )Sim | ( )N&o | ( )N&o sei ldade
14| ( )Sim | ( )Nao | ( )Nao sei Idade

7.8 Vocé é portador de alguma doenca ndo perguntada?

1-Sim () 2-N&o( )

Se sim, qual:




DESENVOLVIMENTO

Qual a idade da sua méae quando vocé nasceu?

Existiu alguma intercorréncia durante a sua gestacao? (Infeccao, traumas) 1-
Sim( ) 2-Nao( ) 3-Naosei( )
Se sim, qual:



Durante a sua gestacéo sua mae fez uso de:
Medicacdes?

1-Sim( ) 2-Nado( ) 3-Naosei( ) Sesim,qual:
Drogas?

1-Sim( ) 2-Nado( ) 3-Naosei( ) Sesim,qual:
Cigarro?

1-Sim( ) 2-Nao( ) 3-N&osei( ) Alcool?
1-Sim( ) 2-Nao( ) 3-Néosei( )

Seu parto foi:

1-Sim( ) 2-Néo( ) 3-Naosei( )

Existiu alguma complicacdo durante o seu nascimento como:

Prematuridade?

1-Sim( ) 2-N&o( ) 3-Naosei( ) Circular de cordédo?

1-Sim( ) 2-Nao( ) 3-Naosei( ) Uso de férceps?

1-Sim( ) 2-Nado( ) 3-Néaosei( )

Vocé teve alguma complicagdo apds o0 nascimento, necessitando hospitalizacdo?
1-Sim( ) 2-Nado( ) 3-Néaosei( )

Vocé teve algum atraso no desenvolvimento? (sentar, caminhar, falar). 1- Sim ( )

2-Ndo( ) 3-Néosei( )
Qual:



Y

UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE -
UNESCPRO-REITORIA ACADEMICA - PROACAD

DIRETORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias da Saude (Mestrado e Doutorado)
Recomendado pela CAPES — Homologado pelo CNE — Portaria N2 609 de
14.03.2019

ATA DE MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE — N2 387

Com inicio as 17h00 (dezessete horas) do dia vinte e um de dezembro de 2021 (dois mil e
vinte e um), realizou-se, via ferramenta digital Google Meet, o seminario formal de
apresentacdo dos resultados da dissertacdo de Mestrado de BEATRIZ GALATTO NESI, sob
a orientacdo do Profa. Dra. Samira da Silva Valvassori, intitulada “OS TRAUMAS NA
INFANCIA E AS ALTERACOES EPIGENETICAS EM PACIENTES COM TRANSTORNO
BIPOLAR”. A dissertacdo foi examinada por uma banca examinadora constituida pelos
seguintes membros: Profa. Dra. Cinara Ludvig Gongalves (Universidade do Extremo Sul
Catarinense - UNESC) — Conceito final: Aprovada, Prof. Dr. Emilio Luiz Streck (Universidade
do Extremo Sul Catarinense — UNESC) — Conceito final: Aprovada e Profa. Dra. Michelle
LimaGarcez (Universidade Federal de Santa Catarina - UFSC) — Conceito final: Aprovada.
Com o resultado final: APROVADA, a aluna finalizou seus estudos em nivel de Mestrado,
fazendo jus ao grau de MESTRE EM CIENCIAS DA SAUDE. Os trabalhos foram concluidos as
19h (dezenove horas), dos quais eu, Fernanda NunesPeruchi, Assistente Administrativo do
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade do Extremo Sul
Catarinense — UNESC lavrei a presente ata, que assino juntamente com o Prof. Dr. Emilio
Luiz Streck, Coordenador do Programa. Criciima, 21 (vinte e um) de dezembro de 2021

(dois mil e vinte e um).

¢ Frse SA.
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farmacolog
ia utilizada

Prof. Dr. Emilio Luiz Streck Fernanda Nunes Peruchi

Coordenador do PPGCS Assistente Administrativo



