A) Y-,YM!.!JNIC VXl era :}ﬂ"_!w!"'":-‘“ IVerexun

bt Enconto Latng Americena e . gang Amancan
e kG Chanba B O o Engnsic Lharsira

A METILACAO DO GENE NR3C1 COMO POTENCIAL BIOMARCADOR DE
TRANSTORNOS DE ANSIEDADE

Jodao Victor Heringer Rosa, Amanda Schwanz Turra, Elisa Soares Fassarella,
Amanda Sgrancio Olinda, Weverton Pereira de Medeiros, Suzanny Oliveira
Mendes, Adriana Madeira Alvares da Silva

Universidade Federal do Espirito Santo, Avenida Marechal Campos, 1468, Maruipe - 29040-090 -
Vitéria -ES, Brasil, joao.vh.rosa@edu.ufes.br , amandasturra@gmail.com,
elisa.fassarella@edu.ufes.br, mandasgrancio@gmail.com, wevertonmedeiros74@gmail.com,
suzannymendes@gmail.com, adriana.biomol@gmail.com.

Resumo

A epigenética, o estudo das mudancas na expressao génica sem que haja altera¢des na sequéncia de
DNA, destaca a metilagdo como fundamental na resposta ao estresse e na regulacdo do eixo
hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA). Alteracdes na metilacdo do NR3C1 estdo associadas a disturbios
psiquiatricos, incluindo a ansiedade. Assim, este trabalho busca verificar a metilacdo do gene NR3C1
como um potencial biomarcador para o transtorno de ansiedade. Foi realizada uma busca nas bases
PubMed e Portal de Periédicos da CAPES usando termos especificos e conectores Booleanos,
identificando 105 artigos. Apés aplicar critérios de inclusdo, como ano de publicacdo, idioma e acesso
ao texto completo, foram selecionados 6 artigos. Os estudos indicam que a metilagdo do gene NR3C1
esta associada a diferentes situacdes de estresse, como pressao académica, violéncia doméstica e
adversidades na infancia, relacionando-se com a manifestacdo de sintomas de ansiedade. A
variabilidade na metilacdo associada a diferentes experiéncias de vida sugere que o gene pode ser
utilizado para rastrear o impacto de fatores ambientais no desenvolvimento da ansiedade.

Palavras-chave: Epigenética. Metilagdo de DNA. Transtorno de Ansiedade.
Area do Conhecimento: Biologia Molecular.
Introducéo

A epigenética € o estudo das mudancas da expressao génica desencadeadas por alteracdes
guimicas e estruturais no DNA sem que haja alteracdo em sua sequéncia nucleotidica (Al Aboud;
Tupper; Jialal, 2018). Essas alteragfes, as quais podem ser ou ndo transgeracionais, podem se
manifestar de diversas maneiras, sendo a metilagdo um dos processos mais explorados na epigenética
classica. A adicao de um grupo metil (-CH3) no quinto carbono da citosina ocorre, usualmente, em ilhas
CpG simétricas e esta normalmente associada ao silenciamento génico, impressdao gendmica e
inativacdo do cromossomo X, podendo ser atrelado a algumas patologias, tais como cancer, doencgas
neurodegenerativas, disturbios metabolicos e doengas cardiovasculares (Greenberg; Bourc’his, 2019).

O processo de metilacdo estd relacionado a fatores internos ou externos, podendo ser
desencadeado pela acao de agentes quimicos ambientais, medicamentos e em ambientes de estresse,
manifestando-se, muitas vezes, em desordens psiquiatricas, a exemplo da ansiedade (Moore;
Persaude, 2020). A mudanca na expressao génica ocorre de forma adaptativa, alterando o equilibrio
fisioldgico normativo, sobretudo do sistema neurol6gico, o qual apresenta enorme plasticidade
(Persaud; Cates, 2023). Nesse sentido, a metilagdo tende estar associada as patologias psiquiatricas,
alterando a expressao de genes relacionados as vias metabdlicas e neurologicas afetadas, sendo um
exemplo disso a hipermetilagdo da regido promotora do gene NR3C1 (em inglés, Nuclear Receptor
Subfamily 3 Group C Member 1) em pacientes com ansiedade generalizada (Wang, et al., 2017),
distarbio que tem prevaléncia em 310 milhdes de pessoas da populacdo global (Organizacdo Mundial
da Saude, 2022).

O NRS3C1 codifica o receptor de glicocorticoides, podendo funcionar como regulador de outros
fatores de transcricdo. Este gene em questdo esta envolvido em respostas inflamatérias, proliferacdo
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celular e diferenciacdo em tecidos-alvo, além da regulacdo do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA).
Modificagcbes neste gene estdo associadas a desregulacdo do feedback negativo do eixo HPA, a
resisténcia aos glicocorticéides, e producdo anormal de hormdnios relacionados ao estresse, tendo
como consequéncia problemas na cognicao e aumento da suscetibilidade de sintomas de ansiedade
(Dadds, et al., 2015), exemplificados por falta de apetite, suor, taquicardia e ganho ou perda de peso
anormal.

Portanto, considerando a prevaléncia global do disturbio de ansiedade, assim como o predominio
de condi¢des de estresse no cotidiano moderno, faz-se necessério o estudo da relagéo entre tal
desordem psiquiatrica e suas marcas epigenéticas, a fim de rastrear a evolugao dessa patologia e de
suas manifestacdes. Sendo assim, o objetivo do presente trabalho €, por meio de uma revisédo
bibliogréfica, investigar a metilagdo do gene NR3C1 como potencial biomarcador da ansiedade.

Metodologia

Este estudo trata-se de uma reviséo integrativa de literatura realizada nas bases de dados PubMed
e Portal de Periddico da Coordenacgédo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). A
partir do uso de palavras-chave relacionadas ao tema e de conectores Booleanos, foi elaborada a
seguinte estratégia de busca: ("NR3C1" OR "Nuclear Receptor Subfamily 3 Group C Member 1") AND
("DNA Methylation™) AND ("Anxiety” OR “Nervousness” OR “Anxiousness”), a qual resultou em um total
de 105 artigos que apresentavam algum desses termos no titulo e/ou no corpo do texto, sendo 54
resultados do PubMed e 51 do Portal de Periédicos da CAPES.

Foi realizada a aplicacéo de filtros que se enquadraram nos critérios de incluséo dos artigos, sendo
eles textos originais completos e gratuitos, publicados nos ultimos 5 anos e nos idiomas portugués,
inglés ou espanhol. Com isso, o nimero de resultados foi reduzido para 17 no PubMed e 21 no Portal
da CAPES, totalizando 38 trabalhos. Apos a eliminacdo de artigos duplicados e de revisfGes de
literatura, apenas 20 estudos foram selecionados para as etapas seguintes, as quais consistiam nas
leituras dos titulos e resumos e na exclusdo daqueles trabalhos que nédo se alinhavam ao objetivo da
pesquisa. No fim desse processo, restaram 9 artigos para serem lidos na integra e apenas aqueles que
se adequavam a proposta do tema foram selecionados.

Resultados
Com base no método de selegdo descrito anteriormente, 6 trabalhos foram escolhidos para compor
a presente revisao de literatura. Nesse sentido, estes estudos foram organizados e expostos no quadro

a seguir a fim de sumarizar seus resultados de maneira compreensiva.

Quadro 1 - Trabalhos cientificos utilizados na presente revisdo bibliografica e seus contetdos.

Artigo Conteutdo

Schmidt et al.,|Avalia como a alteracéo fetal de NR3C1 afeta a metilacdo do DNA na placenta e
2019. correlaciona-se com o comportamento semelhante a ansiedade na idade adulta,
destacando o papel dos glicocorticoides na programacéo do estresse.

Realizado em animais, um procedimento de cesariana foi desenvolvido para
coletar tecido placentario enquanto minimiza os efeitos neurotéxicos nos filhotes,
permitindo uma correlacéo direta entre a metilacdo do DNA e o comportamento
posterior.

Dereix et al.,|Investiga as associacdes entre ansiedade e depressdo durante a gravidez e a
2020. metilacdo diferencial do DNA do gene NR3C1, que codifica o receptor de
glicocorticoide.

Os sintomas de ansiedade e depresséo dos participantes foram avaliados usando
escalas validadas.
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A metilagdo do DNA foi quantificada em quatro sitios especificos no gene NR3C1
usando técnicas de PCR e pirosequenciamento.

Explora como a adversidade na infancia interage com o transtorno de ansiedade
Wiegand et al.,|social para afetar os padrdes de atividade cerebral, focando particularmente no
2021. papel da metilacdo do DNA do gene NR3C1 na media¢éo desse processo.

Inclui participantes diagnosticados com transtorno de ansiedade social e controles,
categorizados com base em suas pontua¢Bes na Escala de Ansiedade Social de
Liebowitz e no “Childhood Trauma Questionnaire” para avaliar a adversidade na
infancia.

Examina a metilacdo do exon 1F do NR3C1 em resposta a violéncia doméstica e
Wadji et al.,|possivel associacdo com a concentracao de cortisol e saide mental.

2023.
Envolveu 40 diades mae-filho, com 20 expostas a violéncia por parceiro intimo e
20 nao expostas, recrutadas por meio de agentes comunitarios em Camardes.

A andlise de metilagdo do DNA foi realizada em amostras de saliva, utilizando
sequenciamento bissulfito de sédio e sequenciamento lllumina.

Fransen et al.,|Avalia a metilacdo do DNA do exon 1F do gene do receptor de glicocorticoide
2023. (NR3C1) em adultos com zumbido subjetivo cronico e o possivel efeito diferencial
do pénico.

Incluiu 22 pacientes com zumbido crénico e 31 controles saudaveis pareados por
idade e sexo, avaliando o sofrimento relacionado ao zumbido e os sintomas de
ansiedade por meio de questionarios validados.

O DNA foi isolado de amostras de sangue, e a conversao bissulfito seguida de
andlise de metilag&o quantitativa foi realizada em oito sitios CpG do gene NR3CL1.

Hua et al., 2023. |Estudo caso-controle aninhado com objetivo de investigar a associagao entre a
metilacdo do gene NR3C1, pressdo académica e sintomas de ansiedade em uma
populacdo de 150 adolescentes chineses, composta por 50 casos (aqueles com
sintomas persistentes de ansiedade) e 100 controles (sem sintomas de ansiedade).

Os dados foram coletados por meio de questionarios auto-administrados e
amostras de sangue para andlise de cortisol e metilacdo do DNA.

A andlise de metilacdo do DNA envolveu conversao bissulfito e amplificacdo por
PCR, seguida de quantificacdo usando a plataforma SEQUENOM MassARRAY.

Fonte: Autores, 2024.

Discusséo

Apé6s a andlise dos trabalhos selecionados, entende-se que as alteragBes na metilacdo do gene
NR3C1 podem desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento de sintomas de ansiedade,
sendo moduladas por fatores externos, especialmente aqueles associados ao estresse.

Nesse contexto, o estudo de Hua et al. (2023) fornece uma base sélida ao identificar diferencas
significativas na metilagéo do sitio NR3C1-16 CpG10 em individuos submetidos a diferentes niveis de
pressdo académica. Esses dados sugerem que o estresse, particularmente associado a alta presséo
académica, pode induzir alteracdes epigenéticas no NR3C1, contribuindo para o desenvolvimento de
sintomas de ansiedade. Da mesma forma, as observagdes de Wiegand et al. (2021) demonstraram
como a metilacdo do NR3C1, em um sitio CpG especifico (cg25708981), pode mediar a relagédo entre
o Transtorno de Ansiedade Social (TAS) e a atividade cerebral, particularmente em areas relacionadas
ao processamento de emocgdes e estresse.
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A metilacdo do NR3C1 também foi associada a altos niveis de ansiedade em contextos diversos,
como transtorno do panico (Fransen et al., 2023) e violéncia doméstica (Wadji et al., 2023). Esses
resultados corroboram a hipotese de que a metilacdo do NR3C1 ndo apenas responde ao estresse,
mas também pode servir como um indicador robusto do impacto de tais experiéncias ao longo da vida.
Além disso, Dereix et al. (2020) relataram aumento na metilacdo do NR3C1 em recém-nascidos de
maes ansiosas, sugerindo que a metilacdo desse gene pode ser influenciada por fatores durante o
periodo gestacional, estabelecendo uma predisposi¢do precoce ao transtorno de ansiedade. Neste
trabalho, especificamente, a exposi¢céo a altos niveis de ansiedade durante a gravidez foi associada a
um aumento de 2,07% na metilagdo do CpG1l em comparacdo com os bebés nascidos de mées com
niveis baixos a moderados de ansiedade.

Por fim, Schmidt et al. (2019) demonstraram, em modelos animais, que a deficiéncia do receptor de
glicocorticoide, influenciada pela metilagdo do NR3C1, afeta o comportamento semelhante a ansiedade
na vida adulta. Dessa maneira, a metilagdo do NR3C1 atua como um elo critico entre estressores
ambientais e a vulnerabilidade ao transtorno de ansiedade, destacando sua potencial utilidade como
biomarcador para avaliar o risco e a progresséo dessa condi¢do. A interacdo entre a metilacdo do
NR3C1 e outros fatores genéticos, como sugerido por Schmidt et al. (2019), indica que a metilacdo
desse gene atua em um contexto de interacfes genéticas e ambientais que juntas moldam a
predisposig¢éo ao transtorno de ansiedade.

Conclusao

Logo, a capacidade do NR3C1 de refletir mudancas epigenéticas decorrentes de experiéncias
precoces sublinha a importancia de considerar tanto fatores genéticos quanto ambientais no
rastreamento do transtorno de ansiedade, com vistas a acompanhar o desenvolvimento desse distlrbio
e a propor tratamentos. A evidéncia de que esse gene pode refletir mudancas epigenéticas provocadas
por experiéncias adversas precoces reforca a necessidade de integrar fatores genéticos e ambientais
na compreensao e no tratamento da ansiedade.

Essa perspectiva oferece uma nova abordagem terapéutica, sugerindo que intervencdes
direcionadas para a modulacdo epigenética podem ser eficazes na reversdo ou atenuacdo dos
impactos negativos das experiéncias adversas, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias
mais personalizadas e eficazes no manejo do transtorno de ansiedade.
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