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RESUMO

Os menonitas sdo um grupo anabatista cristdo originado na Europa, cuja historia
demografica reduziu sua diversidade genética e aumentou a agregacao de doencas
em familias, por meio de pelo menos trés eventos de gargalo, ao longo de cerca de
cinco séculos. Vivem em comunidades isoladas, o que, somado aos efeitos gargalos
gue sofreram durante suas imigracfes, consanguinidade e ambiente compartilhado,
destaca essa populacdo como de interesse para estudos genético-epidemioldgicos.
Por meio de um levantamento realizado de 2016-2020 em menonitas da Colonia Nova
(CON), Witmarsum (CWI) e Curitiba (CWB) observamos que 23,4% (113/483) dos
menonitas relatam diagnostico passado/presente de depressdo. Para avaliar a
predisposi¢cado genética a depressdo na populacdo de CON comparou-se as variantes
de 130 exomas de menonitas. Vinte e nove exomas de menonitas com depresséo
diagnosticada no passado ou no presente serviram de casos, e 46 exomas sem
depressdo diagnosticada e sem parentes de primeiro grau afetados serviram de
controles. As variantes com equilibrio de Hardy-Weinberg (p>10°%) e taxas de
chamadas maiores que 99%, foram avaliadas a partir de regressdes logisticas
multivariadas (PLINKv1.09). Setenta e quatro variantes distribuidas em 26 genes
foram associadas a um efeito dominante com depresséo (p<0,01). A frequéncia alélica
de 31 das variantes diferiu significativamente das de europeus nao finlandeses,
consistente com um efeito fundador. Cinco variantes foram encontradas em trés genes
previamente associados a depressdo, OLMF4, GRIK2 e MEF2C, sendo o segundo
gene também associado a habilidade matematica e ao transtorno obsessivo-
compulsivo (TOC), e o terceiro a epilepsia e deficiéncia intelectual. Dentre as 74
variantes associadas, se destaca o SNP rs28379706 do gene PLXNB2 (plexina B2),
um polimorfismo que rompe um sitio CpG e estd associado com a reducdo da
expressao do gene no hipotalamo. Em conclusao, embora o tamanho amostral seja
reduzido, a avaliacdo de variantes de exoma em uma populacdo geneticamente
isolada ndo sO confirmou associacfes ja conhecidas, como apontou para genes
previamente nao associados com a depressdo. Estas associacbes devem ser
confirmadas por ensaios funcionais e aumento da amostragem nesta populagéo e na

populacdo miscigenada brasileira, com diagnosticos mais precisos, em futuro proximo.

Palavras-Chaves: Depressdo; Menonita; Genética; PLXNB2; Polimorfismo



ABSTRACT

Menonites are an Anabaptist Christian group that originated in Europe. Their
demographic history is directly tied to the reduction of the group’s genetic diversity and
rise in familial diseases, especially considering that they went through three
bottlenecks in only five centuries. They live in isolated communities, and, due to the
high levels of consanguinity in a shared environment, plus the already mentioned
bottlenecks, are of great interest in genetic and epidemiological studies. Through a
survey conducted from 2016 to 2020, in menonite communities in Col6nia Nova (CON),
Witmarsum (CWI) and Curitiba (CWB), we have found that 23,4% (113/483) of
menonites report a past/present depression diagnosis. To assess the genetic
predisposition to depression in the population of CON, we compared genetic variants
in 130 exomes of menonites. Twety-nine exomes, which had been diagnosed with
depression, were used as cases, and forty-six exomes that had no diagnosis of
depression and no relatives with the diagnosis were used as controls. Variants with a
Hardy-Weinberg equilibrium (p>106) and call rates larger than 99% were evaluated
using multivariate logistic regressions (PLINKv1.09). Seventy-four variants in 26
different genes were associated with a dominant effect in depression (p<0,01). The
allelic frequency of 31 variants were significantly different than that of non-finnish
Europeans, which is consistent with a founding effect. Five of the variants were found
in three genes previously associated with depression, OLMF4, GRIK2 and MEF2C,
with the second also being associated with mathematical prowess and obsessive-
compulsive disorder (OCD), and the third with epilepsy and intellectual disability.
Among these 74 associated variants, the rs28379706 SNP of the PLXNB2 gene stands
out. This polymorphism is capable of disrupting an CpG site and is associated with the
gene’s reduced expression in the hypothalamus. In conclusion, though the sample size
was limited, the evaluation of exomes in a genetically isolated community not only
confirmed previously known associations, but also linked previously unassociated
genes to the diagnosis of depression. These associations must also be confirmed, in
the near future, by controlled replication tests with a larger menonite population as well
as in a mixed Brazilian population sampling, capable of wielding a more accurate

diagnosis.

Keywords: Depression; Menonite; Genetics; PLXNB2; Polimorphism
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1 INTRODUCAO

A depressdao é um problema crescente, que, de acordo com Marly e
colaboradores (2019) atualmente afeta mais de 4% da populacdo mundial (300
milhdes de pessoas) e cerca de 6% da populagédo brasileira. Uma das principais
causas de incapacitacdo no mundo, o transtorno depressivo limita o funcionamento
fisico, pessoal e social (MARLY et. al, 2019). A depresséo, portanto, esta associada a
altos custos médicos e psicolégicos, tanto para os individuos que sofrem da doenca,
guanto para a sociedade como um todo (LEMOULT; GOTLIB, 2019). Além disso, em
um contexto de pandemia a prevaléncia de sentimentos depressivos aumentou em
40,4%, no Brasil, o que corrobora a necessidade de investimentos no ambito de saude
mental (BARROS et al., 2020).

Maneiras de amenizar o problema e prevenir a evolugéo de casos graves sao,
portanto, de suma importancia. Contudo, a depressdo é uma doenca cuja etiologia
nao é completamente conhecida, visto que é considerada uma desordem complexa e
multifatorial que requer vastos grupos amostrais para a obtencdo de resultados
significativos de associacdo genética (BYRNE et al., 2020).

Os transtornos depressivos, cuja manifestacdo deriva tanto de fatores
genéticos quanto ambientais, podem ter o seu desenvolvimento e o curso explicados
pelas interagcbes combinadas de gene e ambiente, em que os efeitos ambientais
dependem do genétipo de uma pessoa, ou, a maneira que 0S genes Sao expressos €
influenciada pelo ambiente aonde o individuo se encontra (PISHVA et. al, 2017).
Dessa forma, os estressores, somados a uma predisposicédo genética do individuo,
aumentam a chance de desenvolvimento do transtorno, quando comparados aqueles
gue ndo possuem a predisposicdo genética (KENDLER et al., 1995).

Além disso, sabe-se que os fendtipos complexos, tal qual o da depresséo,
apresentam um padrdo de heranca resultante da combinacdo do efeito poligénico,
capazes de aumentar ou diminuir a suscetibilidade, juntamente com os fatores
ambientais, que iniciam, aceleram, intensificam ou conferem protecédo contra o seu
progresso (BORGES-OSORIO; ROBINSON, 2013). Sendo assim, é possivel atribuir
valores ao efeito genético aditivo em fendtipos, ou seja, valores de herdabilidade, a
partir das correlacdes entre gémeos monozigoticos (MZ) e dizigéticos (DZ) em um
determinado periodo, em uma certa populacdo (BOUCHARD; MCGUE, 1990). Nessa

situacdo, os fatores de constituicdo genética, comportamentais, culturais, situacéo
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socioeconOmica, alimentacao, e exposigcdo ambiental s&o limitados ao ambito familiar,
e por isso, mais controlados. Consequentemente, as interacfes entre 0s genes e
ambiente na familia, ou at¢é em uma comunidade fechada podem facilitar o
desenvolvimento de doencas (NUSSBAUM; MCINNES; WILLARD, 2008). Este
mesmo componente familiar é citado como um dos fatores de risco de maior
relevancia para o desenvolvimento do transtorno depressivo (GOODWIN; JAMINSON,
1990).

Os menonitas s&o um grupo de anabatista cristdo, constituindo uma populacao
isolada que passou por trés eventos de gargalo de garrafa, ao longo de sua histéria.
As comunidades menonitas ao redor do mundo se mantiveram fechadas ao longo dos
anos. Devido a isso e a alta de frequéncia de casamentos consanguineos,
desenvolveram certa homogeneidade genética através da perda de heterozigosidade,
aumento do desequilibrio de ligacdo entre variantes genéticas e alteracdes na
distribuicdo das frequéncias genotipicas (HARTL; CLARK, 2010?), geradas pelos
gargalos de garrafa sofridos. Além disso, ha um aumento ainda maior da probabilidade
de homozigose, resultando em um aumento da expressao de determinados fenotipos
recessivos devido ao compartilhamento de alelos, concernentes a doencas
monogénicas e multifatoriais (HARTL; CLARK, 2010%), o que pode ser observado em
0S menonitas norte-americanos (ALMOMANI et al. 2013, SAUNDERS-PULLMAN et
al. 2012, STRAUSS e PUFFENBERGER 2009, ORTON et al. 2008). Nas
comunidades menonitas brasileiras, também se observa frequéncias fenotipicas
superiores as da populagéo euro-brasileira, como é o caso da capacidade de digestédo
da lactose em idade adulta (BOSCHMAN et al., 2012) e da resisténcia inata a infeccdo
pelo HIV (BOLDT, 2009). Diante disso, diversos estudos com relagcao a frequéncia de
polimorfismos tém sido realizados em Menonitas, e se mostram de extremo interesse
e importancia para a ciéncia e saude.

Através de um estudo piloto realizado no projeto Mennogen, em colaboracao
com a Dr. Fabiana L Lopes (NIMH), foi realizada o sequenciamento de 140 exomas
de menonitas pertencentes a Colénia Nova - RS (CON), e buscou-se identificar
variantes com associacdo a depressdo. A partir destes resultados, pretende-se,
futuramente, confirmar as associagcfes selecionadas, pela sua possivel relevancia

bioldgica, em toda populacdo menonita amostrada até o momento.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1. POPULACAO MENONITA

Grupos Anabatistas, tais quais os Amish, Hutteritas e Menonitas,
representam comunidades de populacédo pequena, derivadas por efeitos de gargalo,
nos quais a populacéo inicial maior foi reduzida e/ou dividida. Esses grupos vivem,
frequentemente, isolados geograficamente e/ou culturalmente de outros, e sendo
assim, boa parte deles apresenta pouca miscigena¢cdo com outras culturas, como
algumas comunidades na América do Norte (Amish e Hutteritas) e na Bolivia e
Paraguai (Menonitas). Dessa forma, o interesse para estudos populacionais e
genéticos dessas comunidades se encontra no ambito de doencgas hereditéarias, ja que
essas comunidades apresentam frequéncia de doengas com importante componente
hereditario aumentada, devido a exposicdo a fatores ambientais particulares a regido
em que vivem, e homogeneidade fenotipica, que provém de um pequeno numero de
fundadores que sofreram deriva genética através de um ou mais efeitos gargalos,
somado as rela¢des de consanguinidade e endogamia recorrentes (JUCOSKI, 2016.
Além disso, essas comunidades geralmente dispdem de registros detalhados das
familias que as comp&em, permitindo a construcéo de heredogramas multigeracionais
de maior confiabilidade, o que facilita estudos (ARCOS-BURGOS; MUENKE, 2002).

Os menonitas sdo um grupo cristdo cuja origem se encontra no
movimento Anabatista (que significa “batizar de novo” em Grego) da época da
Reforma no século XVI (1525), na Suica. Sua crenca divergiu da catodlica e protestante
luterana, pois os anabatistas afirmavam gque apenas individuos com idade suficiente
para ter verdadeira conviccdo de sua fé deveriam ser batizados, ja que apenas com
maior idade seriam capazes de ter o compromisso de viver segundo a palavra de Deus
(PENNER et al., 1984; MASKE, 1999). Um dos principais pensadores responsaveis
pela formalizacdo e propagacdo dos ideais Anabatistas e pacifistas, foi o padre
holandés Menno Simons (1496-1561), cujo nome deu origem ao termo menonita. O
termo “Menonita” se refere, portanto, ao individuo que pertence a um grupo cuja
religido é evangélica livre, pratica o batismo adulto e renuncia ao servigo militar
(THIESSEN, 2003).

Os descendentes dos Menonitas deste periodo compdem dois grandes

grupos: os holandeses-alemaes, que alo longo do tempo se deslocaram até a América
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Latina e ao oeste do Canad4; e, e 0s suicos-alemaes, que vivem principalmente no
estado da Pensilvania nos Estados Unidos e em Ontéario, no Canada. Também existe
0 grupo majoritario dos novos Menonitas, que atualmente sdo convertidos na Africa,
formando um novo grupo sem relacdo de ancestralidade com os originais suicos
(ORTON et al., 2008).

No século XVI, o movimento Anabatista em geral, foi usado para
representar a revolta popular contra o clero e a nobreza, 0 que motivou guerras civis.
Com isso, os Menonitas, que ja se abrigavam em locais mais isolados para viver uma
vida de discipulos, passaram a ser perseguidos na Suica, Alemanha e Holanda, e se
refugiaram em regides indspitas, tanto na Prussia Oriental quanto na Ocidental, onde
construiram novas colbnias e cultivaram uma solida reputacdo como bons
trabalhadores rurais e pagantes de impostos (MASKE, 2002). S&o essas colonias que
futuramente comporiam as comunidades Menonitas brasileiras.

Na Polonia do século XVIII, houve estabelecimentos de medidas
coercitivas, com relacdo aos Menonitas, obrigando-os a casamentos
interconfessionais, que prejudicariam sua religido. Por isso, a comunidade procurou
manter ainda mais as relagbes consigo mesma, levando a uma maior ocorréncia de
endogamia e consanguinidade (PENNER et al., 1984; MASKE, 2002).

A comunidade Menonita sofreu, hovamente, uma pressao ao final do
século XVIII, quando o Governo de Berlin ndo aceitou isen¢des do servigco militar, o
gue culminou no abandono em massa da regido para outros locais na Europa,
principalmente a Ucrania e RUssia, pois a Imperatriz Catarina Il incentivou imigrantes
a ocuparem territérios conquistados dos turcos otomanos, em uma tentativa de
modernizar e desenvolver seu império (SAHR et al, 2008). Por muitos anos 0s
Menonitas da regido prosperaram, até a queda do governo dos czares. Durante a
Revolugdo Bolchevique de 1917, foram perseguidos novamente, e na década
seguinte, em 1923, aproximadamente 6000 menonitas iniciaram um grande fluxo
migratorio direcionado ao Canada. Foram auxiliados por grupos menonitas
previamente estabelecidos la, em 1874. Em 1928, jA ndo havia mais comunidades
Menonitas na Russia, havendo muitos saido em massa para o Canada, Paraguai e
Brasil, embora dezenas de milhares (a maior parte) dos menonitas tenha sucumbido
em campos de trabalhos forcados na Sibéria ou a fome e tifo na Ucrania (MENKE,
2002).
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Enquanto os Menonitas se retiravam da Russia, com destino as comunidades
Menonitas do Canada, paradoxalmente, alguns grupos Canadenses migravam para o
México e Paraguai, devido a algumas divergéncias ideolégicas (PENNER, 1984).
Contudo, boa parte do grupo foi impedida de adentrar o Paraguai. Apesar dos
incentivos por parte do governo Paraguaio, as liderancas menonitas do Mennonite
Central Comitee (MCC), 6érgdo representativo maximo dos menonitas nos Estados
Unidos e o Hollandsch Doopgezinde Emigranten Bureau (HDEB), da Holanda, ndo
viam no Paraguai uma boa solugéo. Finalmente, em meados de 1929, surgiu uma
nova possibilidade em territorio brasileiro (KLASSEN, 1998).

Os grupos de Menonitas que chegaram ao Brasil se instalaram especialmente
na regidao Sul do pais, inicialmente em Santa Catarina, como a Coldnia Krauel,
composta por trés nucleos: Waldheim, Gnadental e Witmarsum. As familias que
chegaram por ultimo, passaram a se instalar na Serra do Mirador, denominada Stolz-
Plateau, formando o nucleo de Auhagen. Porém nos primeiros anos de
estabelecimento, os colonos encontraram muitas dificuldades, principalmente em
relagdo ao manejo da terra e problemas na colheita de batata doce, milho e mandioca
(SIEMENS, 1983). Com isso buscaram novos territorios, chegando ao Rio Grande do
Sul (Coldnia Nova, em Acegua), Parana (Curitiba e Col6nia Witmarsum, em Palmeira),
e outros grupos menores em Sdo Paulo, Mato Grosso, Bahia e até ao Amazonas
(FIGURA 1). Nessas regides, formaram vilas e cooperativas, passando a viver em
comunidades relativamente fechadas. Apesar disso, essas comunidades se tornaram
importantes contribuintes para o crescimento do pais no setor econémico e de
assisténcia social (PAULS JUNIOR,1980) (SAHR et al, 2008).
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FIGURA 1 - REPRESENTACAO DA MIGRACAO DOS MENONITAS NO
BRASIL

Witmarsum (PR) Mato Grosso

Lapa

Curitiba S&o Paulo Amazonas

_ u _J

Krauel

Stolz-Plateau Clevelandia Colonia Nova (RS)
(PR)

FONTE: O Autor, 2021. Adaptado de PAULS JUNIOR (1980).

Em 1949, 86 familias, principalmente da Colénia de Krauel, foram para o estado
do Rio Grande do Sul, onde fundaram a Colénia Nova, em Acegua no Rio Grande do
Sul. Anos antes, em 1931, no Parana, as familias se estabeleceram na regido de
Curitiba onde atualmente estdo localizados os bairros do Xaxim, Boqueirdo, Vila
Guaira e Agua Verde. Em 1933, ja viviam na cidade cerca de seis familias Menonitas,
sendo duas vindas de Stoltz-Plateau, duas da Colonia Witmarsum-Krauel e duas do
Paraguai. Posteriormente, retirantes do nucleo de Auhagen também chegaram a
regido. Com o passar dos anos, cada vez mais familias foram chegando e passaram
a se dedicar a producédo de leite (PAULS JUNIOR,1980). Atualmente, o maior grupo
de Menonitas no Brasil esta em Curitiba. Em 1951, 74 familias Menonitas adquiriram
a Fazenda Cancela no municipio de Palmeira, préximo a Curitiba, onde fundaram a
Coldnia Witmarsum, dando origem a uma cooperativa mista agropecuaria (BENDER,;
ENS; PAULS, 2013).

O aspecto isolado das comunidades Menonitas acaba facilitando a ocorréncia
de casamentos consanguineos, que, associada a sua historia demografica com pelo
menos trés gargalos de garrafa, define uma certa homogeneidade genética ao grupo.
A deriva genética, entdo, pode ser atribuida como um dos elementos determinantes a
essa homogeneidade, ja que os genes herdados sdo aleatoriamente passados para a

proxima geracdo, e ndo de acordo com a selecao natural.
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Em 2012, Boschmann e colaboradores investigaram a frequéncia dos
polimorfismos LCT*-13910 C>T e LCT*14010 G>C, associados a persisténcia da
lactase, nas populacbes Menonita e Euro-brasileira ndo-Menonita do Sul do Brasil.
Neste estudo, indicaram que apenas 12% dos menonitas e 45% dos Euro-brasileiros
apresentam o genétipo LCT*-13910 C/C, um dos marcadores para hipolactasia
primaria. Dessa forma, concluiram que a persisténcia da lactase chega a 88% na
populacdo Menonita e somente a 55% dos Euro-brasileiros ndo-Menonitas.

Doherty e colaboradores identificaram, também em 2012, a variante
c.1473delG no gene GPSM2 em pacientes com ancestralidade Menonita. Essa
variante estaria ligada ao desenvolvimento da Sindrome de Chudley-McCullough
(CMS), cuja heranca autossémica recessiva e € caracterizada por perda auditiva
neurossensorial profunda e anomalias cerebrais. Ainda no mesmo ano, Almomani e
colaboradores (2012), corroboraram os achados de Doherty ao analisarem variantes
neste gene relacionadas a CMS em Menonitas Norte-americanos. Portanto, os
estudos sugerem que a mutacdo c.1473delG no gene GPSM2, associada a CMS,
parece ser uma mutacao fundadora antiga, que foi trazida a América do Norte por
colonos Menonitas originarios da Europa Ocidental.

Em 2007, Alvarado-Esquivel e Delanghe indicaram um efeito fundador
relacionado aos fendtipos de haptoglobina (Hp) numa populacdo mexicana de
Menonitas, cuja frequéncia do alelo Hp*1 de 0,317, apresentou-se distinta da
observada em populacdo alemd da qual se originaram (0,460). Os autores
relacionaram os resultados obtidos a migracao da populacdo Menonita pela Europa,
desde sua fixacdo ao leste europeu, principalmente na RuUssia até seu subsequente
estabelecimento nas Americas.

Boldt e colaboradores (2009) analisaram a diversidade da regido codificadora
do gene do receptor da quimiocina CC (CCR5) em cinco popula¢gées da América do
Sul. Nesse estudo, encontraram dois novos alelos ndo sinbnimos em Amerindios e
uma alta frequéncia de CCR5*D32 na populacdo de Euro-brasileiros. Ademais,
encontraram uma frequéncia duas vezes maior (14,2%) do alelo na populacdo
Menonita, quando comparada a frequéncia na subamostra de Euro-brasileiros nao
Menonitas. O estudo indica que, devido as semelhancas entre as frequéncias
encontradas nos Menonitas brasileiros e a frequéncia encontrada nos norte europeus,
houve a acdo de um efeito fundador ou de gargalo associado a deriva genética, que

teria levado ao aumento da frequéncia alélica de D32 nesta populagéo.
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Em Manitoba no Canada, hé relatos de diversas familias Menonitas com cancer
de cdélon ndo-polipomatoso hereditario (HNPCC) ou Sindrome de Lynch. Observou-se
a mutacao p.Trp714X no gene MLH1 em todas estas familias, o0 que sugere um
possivel evento de efeito fundador, uma vez que ndo havia relacdo direta de
parentesco entre elas. Além disso, o gene mutado nestas familias apresentou uma
penetrancia de 40 a 60% e a idade média de diagnostico de HNPCC foi cerca dos 40
anos (ORTON, 2008).

Outro estudo com os Menonitas de Manitoba foi feito sobre a anemia de
Fanconi (AF). Essa desordem hereditéria € decorrente de instabilidade cromossdmica,
associada a faléncia da medula 6ssea e predisposi¢cao ao cancer. Em alguns grupos
étnicos, a incidéncia de AF é maior do que 1:130.000, o que é geralmente encontrado
em populacdes com isolamento genético e efeito fundador presente, o que € o caso
de diversas comunidades fechadas. Em 2012, Vries e colaboradores estudaram 15
individuos Norte-americanos portadores da mutacdo c.67delG no gene FANCC
relacionado com AF, sendo 11 deles homozigotos, com ancestralidade holandesa e
parentesco com Menonitas de Manitoba no Canada. A partir de uma investigacao
genealdgica, observaram que 0s ancestrais destes individuos vieram de quatro areas
da Holanda, sendo que estes apresentaram o mesmo haplétipo, indicando a
possibilidade de um ancestral comum. Levando em conta também a existéncia de
consanguinidade, os autores consideraram esta mutacdo como fundadora holandesa
e assim sugeriram que a frequéncia de portadores da mutacéo c.67delG em FANCC
na populacéo Norte-americana Menonita € maior do que o esperado para uma doenca
recessiva rara como a Anemia de Fanconi.

Nakamura e colaboradores (2014) estudaram dez individuos Menonitas que
apresentavam a mutacédo sem sentido ¢.6200C>A no gene ATM, considerada uma
mutacdo exclusiva da populagdo Menonita. Esses individuos também exibiam uma
variante fenotipica de ataxia-telangiectasia (AT), e muitos deles desenvolveram
cancer e em seguida, reacfes adversas a radioterapia e/ou quimioterapia.

Variados estudos genéticos foram realizados na populacdo Menonita, tais quais
os em relacdo a deficiéncia do fator intrinseco gastrico (FERRAND et al., 2014), ao
risco de esclerose multipla (LAUER, 2006), varias doencas hereditarias (JAWORSKI
et al.; 1989), Sindrome de Alstrom (COLLIN et al.; 2002), Sindrome de deplecdo
mitocondrial hepatocerebral (TADIBOYINA et al.; 2005), entre muitos outros. ISso

ressalta a importancia do projeto MENNOGEN, que busca investigar a frequéncia de
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doencas, suas relacdes com polimorfismos génicos e possiveis influéncias de fatores
externos que acompanham o modo de vida de menonitas brasileiros. Recentemente,
foi identificado uma clara associacdo entre autopercepcédo de saude e depresséo
independente de quaisquer outros fatores em todas as comunidades menonitas

estudadas, em um extenso levantamento epidemiolégico (BOLDT et al, 2020).

2.2. DEPRESSAO

A depresséao é um disturbio mental que desencadeia um comprometimento do
estado fisico e psicolégico de um individuo. E caracterizado por sintomas como
tristeza persistente, ansiedade, irritabilidade, falta de energia, perda de interesse por
atividades em geral, incluindo aquelas que normalmente geravam prazer, baixa
autoestima, alteracdo do sono e do apetite, sentimento de culpa, dificuldades de
concentracdo, indecisdo, pensamentos sobre morte e suicidio, possivelmente
seguidos por tentativas de suicidio (MARLY et. al, 2019). E, uma doenca psiquiatrica,
cronica e recorrente, sendo, também, uma das principais causas de incapacitacao
fisica, pessoal e social no mundo. Atualmente a doenca afeta entre 4 a 5% da
populagdo mundial, cerca de 322 milhGes de pessoas, sendo dessas, 11,5 milhdes de
brasileiras (cerca de 6% da populacdo do pais). (MARLY et. al, 2019; IBGE, 2013). A
depressao gera altos custos de tratamentos médicos e psicoldgicos, afetando tanto
os individuos que sofrem da doenca, quanto a propria sociedade (LEMOULT,;
GOTLIB, 2019).

Transtornos depressivos podem ser diagnosticados em qualquer fase da vida,
contudo uma incidéncia maior de casos é observada em adultos dentre 30-65 anos.
Concomitantemente, vem crescendo o nimero de casos diagnosticados durante a
adolescéncia e em jovens adultos. H4 variagdo de gravidade em cada caso de
depressao e os transtornos podem ser esporadicos, contudo, estudos indicam que a
oscilacdo hormonal de mulheres, principalmente no periodo fértil, as torna mais
vulneraveis aos estados depressivos. (GRUBITS; GUIMARAES, 2007).

E possivel obter um diagndstico de transtorno depressivo apenas mediante a
consulta por profissionais da psiquiatria, que utilizam o Manual de Diagndstico e
Estatistica dos Transtornos Mentais (DSM) e da Classificacdo Internacional de
Doencas (CID), como base para o diagnostico. O CID-10 descreve a depressdo como

um dos transtornos de humor, classificados entre as categorias F30 e F39. J4 0 DSM-
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V, estabelece diferentes quadros existentes de transtornos depressivos. Sao eles:
transtorno disruptivo da desregulacdo do humor, transtorno depressivo maior
(incluindo episédio depressivo maior), transtorno depressivo persistente (distimia),
transtorno  disférico  pré-menstrual, transtorno depressivo induzido por
substancia/medicamento, transtorno depressivo devido a outra condicdo meédica,
outro transtorno depressivo especificado e transtorno depressivo ndo especificado.
Desses, o0 transtorno depressivo maior € o exemplo classico e mais conhecido
(AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

Existem quatro conjuntos de sintomas comuns que permitem caracterizar e
diagnosticar um transtorno depressivo: sintomas emocionais (sentimento de tristeza,
perda de prazer, episddios de explosdo de raiva); sintomas cognitivos (baixa
autoestima, desesperanca, enfraquecimento da concentragdo e memdaria); sintomas
motivacionais (passividade, falta de iniciativa e persisténcia) e sintomas fisicos
(mudanca do apetite e sono, fadiga, aumento de dores e mal-estar nas atividades).
Todos esses sintomas devem estar presentes, sem excecao, para que um paciente
possa ser diagnosticado como depressivo, porém, quanto maiores a quantidade e
intensidade dos sintomas, maior a certeza de que o individuo sofre desta patologia
(SPRINKLE et al., 2002).

Entre todos os transtornos, comumente se observa tristeza e abatimento, junto
a um sentimento de vazio e certa irritabilidade, acompanhado de alteracbes somaticas
e cognitivas que afetam significativamente a capacidade de funcionamento do
individuo (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014). Em geral, individuos
depressivos se sentem sem resquicios de esperancas, infelizes, muitas vezes com
crises de choro e pensamentos suicidas. Boa parte dos pacientes dizem nao mais
obter prazer e alegria com as atividades que os forneciam esses sentimentos
anteriormente, e muitos dizem perder interesse e afeto pelas pessoas. Além disso, 0s
sintomas cognitivos compartilhados por pacientes com o0s transtornos consistem,
principalmente, em pensamentos negativos, baixa autoestima e sensacédo de culpa
pelos fracassos. Os pacientes se sentem impotentes para fazer algo que melhoraria
suas vidas (SPRINKLE et al., 2002). Para avaliar mais especificamente o tipo de
transtorno, médicos observam os aspectos sintomaticos em sua duragcdo, momento e

etiologia presumida, em cada caso especifico.
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2.2.1. TRANSTORNO DEPRESSIVO MAIOR

Como citado no DSM-V, o transtorno depressivo maior representa a condicao
cldssica desse grupo de transtornos. A duracdo de cada distinto episddio desse
transtorno é de pelo menos duas semanas, sendo que na maioria dos casos
diagnosticados, os episddios duram um tempo consideravelmente maior. Neles séo
perceptiveis alteracdes claras nas demonstracdes de afeto, na cognicao e em funcdes
neurovegetativas, assim como a presenca de remissdes interepisédicas (AMERICAN
PSYCHIATRIC ASSOCIATION, 2014).

Esse tipo de transtorno também esta associado com alta mortalidade, devido,
principalmente ao suicidio, apesar de suas outras causas. A literatura também
descreve correlagcdes neuroanatdbmicas (SPRENGELMEYER et al., 2011),
neuroenddcrinas (TARGUM, 1982) e neurofisiologicas (McNEELY et al., 2008) do
transtorno depressivo maior. Contudo, nenhum teste laboratorial produziu resultados
de sensibilidade e especificidade suficientes para que essas correlacdes pudessem
ser usadas como ferramenta diagnostica. Até ha pouco tempo, a hiperatividade do
eixo hipotalamico-hipofisario-suprarrenal era a anormalidade mais amplamente
investigada na associacdo com episédios depressivos maiores e parece estar
associada a melancolia, caracteristicas psicoticas e riscos para suicidio subsequente
(BINELLI et al., 2012). Estudos moleculares também implicaram fatores periféricos,
incluindo variantes genéticas em fatores neurotroficos e citocinas pro-inflamatérias
(RABELO et al., 2015). Além disso, estudos de imagem de ressonancia magnética
funcional fornecem evidéncias de anormalidades em sistemas neurais especificos
envolvidos no processamento das emocgdes, na busca por recompensa e na regulacao
emocional em adultos com depresséo maior (SANCHEZ, 2009).

O DSM-V explicita também, inimeros fatores de risco capazes de agravar ou
causar o transtorno depressivo maior. Estes estariam divididos nas seguintes
categorias: Temperamentais; Ambientais; Genéticos e Fisioldgicos; Modificadores do
Curso.

De forma mais detalhada, os fatores temperamentais estdo relacionados
principalmente com o neuroticismo, ou, afetividade negativa. Cita-se que altos niveis
de neuroticismo sédo capazes de desencadear episédios depressivos como resposta
a eventos estressantes. Ja os fatores ambientais estariam relacionados

principalmente as experiéncias vividas na infancia, muito mais que 0s eventos
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experenciados logo anteriormente a um episédio depressivo. Em relacdo aos fatores
genéticos e fisioldégicos, o Manual comenta que a familiaridade de primeiro grau
aumenta o risco de desenvolvimento do transtorno depressivo de 2 a 4 vezes.
Também cita que a herdabilidade do transtorno é de aproximadamente 40% e que o
neuroticismo também tem propensdo genética significativa. Por fim, como
modificadores de curso, o Manual indica que todos os transtornos maiores nao
relacionados ao humor, tal qual o transtorno alimentar e os distlrbios de
desenvolvimento, aumentam o risco de um individuo desenvolver depressao.
Ademais, os episddios depressivos maiores, que se desenvolvem no contexto de
outro transtorno, com frequéncia, seguem um curso mais refratario. O uso de
substancias, assim como a ansiedade e o transtorno da personalidade borderline
estdo entre os mais comuns agravadores de casos depressivos, e muitas vezes 0s
diagnosticos desses podem obscurecer o diagnéstico dessas outras condigdes. No
entanto, é indicado que a melhora clinica persistente nos sintomas depressivos pode
muito bem depender do tratamento adequado desses mesmos transtornos
subjacentes. Para mais, condicdes médicas crbnicas ou incapacitantes tambéem
aumentam os riscos de episodios depressivos maiores. Da mesma maneira, doencas
prevalentes como diabetes, obesidade mérbida e doenga cardiovascular sdo muitas
vezes agravadas por episddios depressivos, aumentando a probabilidade deles se

tornarem cronicos.

2.2.2. GENETICA E EPIGENETICA DA DEPRESSAO

A etiologia da depresséo ainda ndo esta completamente elucidada. Trata-se de
uma desordem complexa multifatorial, que engloba as esferas biopsicossociais do
homem (FEITOSA, 2014), cuja manifestacdo pode ser decorrente de fatores genéticos
e ambientais. Ou seja, esta relacionada a fatores exdgenos (psicossociais) e
endogenos (neurobioldgicos, genéticos) (GALHARDO, 2010). Isso é corroborado
pelas diversas associacdes observadas entre variacdes genéticas e depressao clinica
em estudos (SULLIVAN et. al, 2000). Contudo, mesmo que fatores ambientais sejam
conhecidos como fatores de risco, como por exemplo adversidades na infancia, eles
nem sempre causam o transtorno (HOFFMANN et al., 2017; PISHVA et. al, 2017).
Desta forma, acredita-se que o desenvolvimento e 0 curso da depressao sejam

explicados pelas interacdes combinadas de gene e ambiente, onde o efeito do
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segundo depende do gendtipo de uma pessoa, ou, o efeito do gendtipo de uma pessoa
€ dependente do ambiente aonde ela se encontra (PISHVA et. al, 2017). Ou seja, 0s
estressores, somados a uma predisposi¢cdo genética do individuo, aumentam a
chance de desenvolvimento do transtorno, quando comparados aqueles que nédo
possuem a predisposi¢cao genética (KENDLER et al., 1995).

No geral, os fendtipos complexos, tal qual o da depresséo, apresentam um
padrdo de heranca resultante da combinacdo do efeito poligénico, capazes de
aumentar ou diminuir a suscetibilidade, com os fatores ambientais, que iniciam,
aceleram, intensificam ou conferem protecdo contra o seu progresso (BORGES-
OSORIO; ROBINSON, 2013). O componente genético que pode ser atribuido a
variantes genéticas com efeito aditivo no desenvolvimento do fenétipo (herdabilidade
strictu sensu ou h?), pode ser calculado a partir das correlagées entre gémeos
monozigoticos (MZ) e dizigéticos (DZ) em um determinado periodo, em uma certa
populacdo (BOUCHARD; MCGUE, 1990). Nelas, membros de uma mesma familia
compartiiham a constituicAo genética, comportamentos, cultura, situacéo
socioecondmica, alimentacédo, e estdo expostos aos mesmos fatores ambientais.
Desse modo, as interacfes entre 0s genes e gene-ambiente na familia, podem facilitar
o0 desenvolvimento de doencas no ambiente familiar (NUSSBAUM; MCINNES;
WILLARD, 2008). Este mesmo componente familiar € citado como um dos fatores de
risco de maior relevancia para o desenvolvimento do transtorno da depresséao
(GOODWIN; JAMINSON, 1990).

Em 1966, Angst e Perris, realizaram, de forma independente, os primeiros
estudos sistematicos em familias com relacdo a alteracées de humor. Para tal, eles
utilizaram a subdivisdo de Leonhard (1957), segundo a qual os pacientes com
transtornos primarios do humor, denominados de unipolares (apresentando apenas
depressao), devem ser analisados separadamente dos bipolares, que acrescentam
episodios de hipomania a depressdo, ou mania com ou sem depressao. A partir de
seus estudos, ambos comprovaram a agregacéao familiar destes tipos de depressao.
Demonstraram que o risco de desenvolvimento € de quase 1% para transtorno bipolar,
e 5% para a depressao unipolar, em individuos com parentes de primeiro grau nao-
afetados, numa populacdo geral. J& para individuos com parentes de primeiro grau
afetados pela depressdo unipolar, o risco aumenta em trés vezes para O
desenvolvimento do transtorno, enquanto para a bipolaridade, o risco se mantém igual

ao da populacdo em geral. Por fim, indicam que os parentes de primeiro grau
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portadores de transtorno bipolar aumentam o risco da depressao unipolar em trés
vezes, e da doenca bipolar em cerca de sete vezes. Ademais, tais achados foram
corroborados por outros estudos futuros (MEIRA-LIMA & VALLADA, 1998).

A partir de duas grandes amostras de gémeos da populacéo geral, Kendler e
Prescott (1999), utilizando os critérios estabelecidos na época pelo DSM-III-R,
estimaram que a herdabilidade para depressdo maior era de 39% para ambos 0s
sexos. Seguindo os mesmos critérios, Bierut et al. (1999) relataram estimativas
semelhantes, mas encontraram diferencas entre os sexos masculino e feminino,
sendo as herdabilidades de 24% e 44%, respectivamente. Nos anos seguintes, a
aplicacao dos critérios do mais recente DSM-IV ndo alterou significativamente as
estimativas de herdabilidade (JANG et al.,, 2004). A herdabilidade para depresséao
unipolar foi estimada em aproximadamente 40%, enquanto para o transtorno afetivo
bipolar, estava entre 70% e 80%. Além disso, mais recentemente, a taxa de
concordancia em gémeos monozigéticos para transtornos de humor foi estabelecida
como de duas a trés vezes maior que em dizigoticos, o que confirma a importancia
dos seus componentes genéticos (LIMA et al., 2014).

E importante citar que uma possivel limitacdo dos estudos que estimam a
herdabilidade do transtorno depressivo maior se encontra no proprio diagnéstico do
transtorno. Esse é, basicamente, realizado a partir da soma total de um nuimero de
critérios, itens ou escalas, ou entéo o diagnostico deriva de um conjunto de sintomas,
gue implicitamente sdo considerados de mesmo valor. No DSM-IV, por exemplo, o
diagndstico para o transtorno de depressdo maior € realizado mediante presenca de
cinco ou mais sintomas citados de um manual especifico. Assim, um mesmo
diagnostico pode considerar diferentes sintomas para cada individuo, representando
um quadro heterogéneo, possivelmente com diferentes graus de herdabilidade (JANG
et al., 2004).

A hipotese da herdabilidade diferencial dos sintomas depressivos recebeu
suporte através da pesquisa de Lyons et al. (1998). Seus resultados indicam que a
herdabilidade da depressdo maior, diagnosticada através do DSM-III-R, foi de 36%
em uma amostra de gémeos veteranos do Vietna, enquanto para a depressao maior
leve ou moderada a herdabilidade foi zero. Ainda mais, para a depressao
grave/psicotica, a herdabilidade foi estimada em 39%. Essas diferencas sé&o
fundamentadas tanto pela gravidade divergente dos sintomas, quanto pela

divergéncia dos sintomas que compde o transtorno de depresséo maior. A partir disso,
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a identificacédo especifica de sintomas hereditarios pode auxiliar no reconhecimento
de genes envolvidos no transtorno, assim como suas funcdes, possibilitando terapias
direcionadas e mais eficazes (JANG et al., 2004).

Estudos de associagcdo génica sdo uma alternativa de investigacdoque
possibilita detectar genes que apresentam efeitos discretos ou moderados na
determinacdo de uma doenca, 0 que a torna mais adequada nas enfermidades
poligénicas e multifatoriais, tal qual o transtorno depressivo.

Nesse ambito, varios genes candidatos tém sido investigados em estudos de
associacgao tanto no disturbio bipolar, quanto na depressao unipolar. O primeiro gene
investigado no transtorno bipolar foi 0 gene da tirosina hidroxilase, uma enzima que
limita o ritmo de sintese das monoaminas (LAFER et al., 1999).

Vérios outros estudos de associacdo tém sido realizados sobre a depressao.
Incialmente, ndo foram capazes de estabelecer resultados definitivos, sendo que a
maioria dos achados n&o puderam ser replicados, e foram dados como falsos-
positivos. Isso estaria, muito provavelmente, relacionado as estratificacdes
populacionais ou ao acaso (LAFER et al.,, 1999). Atualmente os estudos de
associacdo gendmica geral, ou de GWAS (genome-wide association studies), sé&o
capazes de analisar e replicar, com confianga, os resultados obtidos. A identificagao
de marcadores genéticos em um numero significativo de individuos, assim como o
estabelecimento claro da sua esfera populacional (descendéncia, e originalidade),
permitem examinar a pleiotropia e arquitetura genética complexa compartilhada entre
os individuos estudados, possibilitando o melhor entendimento de como os genes
observados afetam a doenca em questdo e, por consequéncia, a criacdo de
estratégias de prevencao e de tratamento mais adequadas.

Estudos de associacdo de amplitude gendmica (GWAS) com numeros
amostrais muito altos, identificaram variantes associadas com a susceptibilidade a
depressao que podem explicar 31 a 42% da sua herdabilidade (AMARE et al., 2019;
ORMEL et. al, 2019; SULLIVAN et al., 2018; WRAY et al., 2018). Dentre 0s genes que
possuem essas variantes estdo os OLFM4 (Olfactomedin 4), NEGR1 (Neuronal
Growth Regulator 1), RBFOX1 (RNA Binding Fox-1 Homolog 1) e LRFN5 (Leucine
Rich Repeat And Fibronectin Type Ill Domain Containing 5) (WRAY et al., 2018).
Contudo, estas variantes frequentemente tém efeito pequeno e ndo permitem explicar
a maior parte da herdabilidade estimada (LEVINSON et al., 2014). Além disso, a
heterogeneidade de sintomas da doenca dificulta a replicacdo dos resultados de
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associagcdo, uma vez que duas pessoas podem sofrer da doenca e ter poucos
sintomas em comum (ORMEL et. al, 2019).

Mais recentemente, foi divulgado o maior estudo gendmico sobre depresséao
até o momento. Levey et al. (2021), revelaram associacdo significativa com a
expressao de NEGR1 no hipotalamo, de DRD2 no nucleo accumbens, e varios outros.
Além disso, os estudos foram capazes de mapear 178 loci de risco, no grupo estudado
(n=1.154.267 individuos de ancestralidade europeia) e replicar seus achados em um
grande grupo independente (n=1.342.778). A partir disso, o estudo elucida
significativamente a arquitetura genética da depressao e fornece informagfes para a
compreensao de tracos psiquiatricos.

A Epigenética é uma das areas de pesquisa que estd extremamente
relacionada a genética, desenvolvimento, influéncia ambiental e heranga, tornando-a
de extrema relevancia em estudos de depressdo, uma vez que essa doenca €
multifatorial. Essa éarea de investigacdo busca informacbes sobre alteracdes
herdaveis, porém reversiveis na expressado génica, que ndo modificam a sequéncia
de bases nitrogenadas do DNA (NESTLER; STATES, 2019). Os mecanismos
epigenéticos sao responsaveis, principalmente, pela metilagdo do DNA, alteracdes
nas caudas e nos tipos de histonas, expressdo de RNAs nao codificantes (ncCRNAS),
posicionamento de nucleossomos, de proteinas reguladoras e dos proprios
cromossomos dentro do nucleoplasma (PORTELA; ESTELLER, 2010).

O mecanismo epigenético mais estudado, atualmente, é a metilacdo. A
metilacdo ocorre quando hd uma ligagédo de um grupo metil ao C5 (carbono de nimero
5 no anel da pirimidina) de uma citosina que precede uma guanina no sentido 5’ — 3’
(sitio CpG), o que resulta em 5-metilcitosina nos eucariotos. A metilacdo esta
associada com o silenciamento da expressao génica, principalmente em CpGs da
regido promotora. Esse processo ocorre frequentemente no corpo de genes, € muito
mais dificiimente em regides com alta concentracdo de CpGs, denominadas ilhas
CpG. Sendo assim, essas regides, com mais de 200 pb, de alta frequéncia de sitios
CpG, realizam um papel de grande importancia na regulacédo da expressao génica
(CHEN et al., 2017).

As variacdes nos padrbes de metilagcdo tém sido pesquisadas num periodo
mais recente. Contudo, estudos demonstraram grande sucesso em avaliar a relagao
de alteracbes epigenéticas a propensdo a depressdo. Um dos genes mais citados

como relacionados a depressdo em pesquisas epigenéticas € o SLC6A4 (Solute
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Carrier Family 6 Member 4). Ele é capaz de regular a sinalizagdo serotonérgica via
transporte de 5-HT (serotonina) de espacos sinapticos para neurdnios pré-sinapticos
(CHEN et al., 2017; NESTLER; STATES, 2019; PHILIBERT et al., 2008).

Outros genes também previamente estudados nessa area sdo o BDNF, gene
codificador do fator neurotrofico derivado do cérebro, cuja metilacdo em regido
promotora apresentou correlacéo positiva com menor sintese de BDNF nos neurénios
e depressao na populacdo geral (FUCHIKAMI et al., 2011), e o NR3C1 (Nuclear
Receptor Subfamily 3 Group C Member 1), um gene importante para o ajuste de niveis
de GR (receptores de glicocorticoides) (TURNER et al., 2006). O GR é um fator de
transcricdo essencial para o funcionamento eficaz do eixo HPA (hipotalamico—
pituitéario-adrenal), e anormalidades no GR foram relacionadas a esquizofrenia,
transtorno bipolar e a depressédo (TURNER et al., 2010). Pode-se citar também o gene
OXTR que codifica um receptor de oxitocina, o qual teve seus niveis de metilacdo
relacionados a depressédo, em diferentes estudos (REINER et al., 2015; SMEARMAN
et al., 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar variantes genéticas associadas ao efeito dominante de
susceptibilidade a depressédo na regido codificante do genoma (exoma) em uma

subamostra da populacdo menonita de Coldnia Nova (CON) no Rio Grande do Sul.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) ldentificar variantes genéticas associadas a depressdo na subamostra
de CON, corrigidos para variaveis associadas com este transtorno,
identificadas previamente no levantamento epidemiolégico conduzido na
mesma populacao,

b) Avaliar se as associacfes das variantes encontradas entre os Menonitas
de CON com fenotipos de expresséao génica relacionados a depressao
foram observadas em estudos prévios.

c) Avaliar se ha efeito fundador para estas variantes, ao comparar as
frequéncias das variantes encontradas entre os Menonitas de CON
analisados e a populacéo de europeus nao-finlandeses.

d) ldentificar possiveis diferencas epidemiolégicas ao comparar as
frequéncias das variantes encontradas entre os Menonitas de CON e os

ndo menonitas de CON.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. APROVACAO ETICA

A pesquisa contou com a participacdo de menonitas provenientes das colbnias
de Curitiba - PR (CWB), Witmarsum - PR (CWI), e Coldnia Nova - RS (CON), que
aderiram aos convites realizados através dos meios publicos de comunicacédo. A
coleta de informacdes foi previamente autorizada mediante a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) do projeto “Levantamento Epidemiologico
dos Fendtipos e Doengas Complexas Existentes nas Comunidades Menonitas”
(aprovado pelo Comité de Etica do Setor de Ciéncias da Salde da Universidade
Federal do Parana — CEP SCS-UFPR sob o protocolo 1.669.241, em 09.08.2016). O
guestionario para o levantamento foi adaptado do Plano Nacional de Saude (PNS) de
2013, e do Inquérito do Suplemento Saude da Pesquisa Nacional por Amostra de
domicilios (PNAD) (2013;
http://www?2.datasus.gov.br/DATASUS/index.php?area=0207&id=28247790). As
informacgfes coletadas estavam relacionadas a exposicdo ambiental a mutagenos,
comportamento, dieta e historico familiar de doencas complexas. Quando possivel, foi
realizada a confirmacéo dos relatos por exames e laudos. O questionario do PNS foi
aprovado pela Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa, sob o n° 328.159, dia 26 de
junho de 2013.

Tais entrevistas foram aplicadas em conjunto com 0s questionarios
autoaplicaveis, apés o consentimento do sujeito, com um amplo esclarecimento verbal
acerca dos objetivos, riscos e beneficios da pesquisa. Por meio das informacdes
genealdgicas fornecidas na entrevista, os participantes foram classificados em
menonitas e ndo-menonitas de descendéncia predominantemente europeia ou euro-
brasileiros. As fichas das entrevistas, em conjunto com os Termos de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLEs) e Termos de Assentimento Livre e Esclarecido (TALES)
encontram-se sob a guarda da coordenacé&o do projeto.

As coletas de amostras biologicas foram autorizadas mediante a assinatura dos
TCLEs referente ao menos um dos seguintes projetos: (1) “Transtornos mentais
hereditarios em adultos” (aprovado pelo CONEP em 05.09.2015 no protocolo
1.215.264, e realizado em colaboracdo com o National Institute of Mental Health -

NIMH, Bethesda, USA), e (2) “Susceptibilidade a Doenga Celiaca na Populagéo
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Menonita” (aprovado pelo CEP SCS-UFPR sob o protocolo 2.204.113, em
07.08.2017). O consentimento dos participantes foi obtido para autorizar a utilizacao
dos dados do sequenciamento realizado no projeto (1), no presente estudo (CAAE:
55297916.6.0000.0102/Emenda:2.247.952).

4.2. SEQUENCIAMENTO DO EXOMA COMPLETO

As amostras de 144 residentes da comunidade de Colonia Nova — RS foram
coletadas e enviadas para sequenciamento na empresa Regeneron. Dessas, 14 foram
descartadas por serem de individuos ndo Menonitas por parte de méae e pai,
totalizando um numero de 130 exomas de menonitas de CON enviados para
sequenciamento. O sequenciamento por sintese foi realizado utilizando a plataforma
lllumina HiSeq. Nesse processo, adaptadores sdo adicionados nas pontas das
amostras de DNA, incluindo a regido de ligacdo de sequenciamento, indices e regides
complementares aos oligonucleotideos. Em seguida se inicia o processo de
“clustering”, no qual cada fragmento de molécula € isotermicamente amplificado. A
hibridagdo é iniciada pelo primeiro tipo de oligo na superficie de uma célula de vidro,
gue € complementar a regido de adaptadores dos fragmentos, permitindo a duplicacao
do fragmento. O fragmento original € desconectado, e o fragmento duplicado
permanece para a clonagem. Para isso, o fragmento forma uma ponte ao se conectar
com o segundo tipo de oligo, onde novamente ocorre a polimerizacao, resultando em
uma ponte dupla. Esse processo € repetido em todos os fragmentos. Quando todos
os fragmentos estdo amplificados, os reversos sao removidos, mantendo apenas 0s
fragmentos diretos, que sao protegidos de ligacdes indesejadas. Por fim, os
fragmentos diretos sdo submetidos a ciclos de ligacdo de nucleotideos. Apenas um
nucleotideo correspondente a sequéncia se liga a cada ciclo. Com a ligacdo de cada
nucleotideo, os fragmentos sdo submetidos a uma iluminagc&o que permite a emisséo
de um sinal fluorescente dos nucleotideos, dando origem ao processo de
sequenciamento por sintese. Os ciclos de sintese foram repetidos até que toda a
regido codificante dos materiais genéticos fornecidos fosse sequenciada. Apds a
leitura das sequéncias diretas, ocorre 0 sequenciamento da sequéncia reversa, de
modo que as andlises das duas sequéncias possam ser pareadas criando sequéncias
continuas e com menos indices de erros (lllumina, Inc., 2021).

A partir dos arquivos de sequéncias obtidos, foi realizada uma avaliagdo da
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gualidade dos resultados, alinhando as sequéncias com o genoma humano de
referéncia através de algoritmos especificos (BWA ou Bowtie2). Em seguida foi
realizada a chamada de variantes com o Genome Analysis Toolkit (GATK) dando
origem a arquivos VCF (Variant Call Format). Os dados foram anotados com software
ANNOVAR e as variantes filtradas e priorizadas com ferramentas bioinformaticas.

O sequenciamento foi feito em parceria com os pesquisadores Fabiana L.
Lopes e Francis McMahon do National Institute of Mental Health (Estados Unidos da
Ameérica). Foi mantido o sigilo em relacdo a identidade dos individuos. Os resultados
foram convertidos ao formato VCF (Variant Call Format).

4.3. ANALISE DE DADOS

A partir dos dados de sequenciamento, a fim de avaliar a predisposicéo
genética a depressado na populacdo de CON, comparou-se as variantes de 29 exomas
de menonitas com depressao diagnosticada no passado ou no presente e 46 sem
depressao diagnosticada e sem parentes de primeiro grau afetados, como controles.
A selecdo das variantes para as analises utilizou os seguintes critérios de qualidade:
valor de p > 10° para o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg, taxa de genotipagem
por individuo maior que 99% e taxa de genotipagem por variante maior que 98%. As
frequéncias alélica e genotipica dos polimorfismos foram obtidas por contagem direta.
A partir disso, as variantes com equilibrio de Hardy-Weinberg (p > 10°) e taxas de
chamadas > 99%, foram avaliadas a partir de regressao logistica multivariada como
teste de independéncia para a obtencdo do Odds Ratio e intervalo de confianca de
95% nas analises de associacdo genética caso-controle no modelo dominante, que
permite a avaliacdo de variantes com efeitos maiores, (ja que basta a presenca de um
alelo para a expressao de um fenétipo dominante) corrigido para sexo, idade, indice
de massa corporal, rota migratéria da avé materna, atividade fisica de caminhada por
pelo menos 10 minutos seguidos, problemas de coluna e constipacdo intestinal
(elementos que surgiram associados na regressdo logistica multivariada). Estas
andlises foram realizadas no programa PLINK 1.9 (HILL et al., 2017; PURCELL;
CHANG, 2019; STEISS et al., 2012).

As frequéncias alélicas dos SNPs associados foram comparadas entre si pelo
Teste Exato de Fisher para as seguintes populacfes: menonita vs. europeia nao-

finlandesa (para identificar um possivel efeito fundador na populagdo menonita em
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relacdo a populacdo europeia original) e menonita vs. brasileira (para avaliar se ha
diferencas genético-epidemioldgicas entre estes dois grupos, capazes de justificar
diferencas de prevaléncia de doencas e a construcdo de estratégias eficientes de
saude publica). As frequéncias alélicas utilizadas para o Teste Exato de Fisher da
populacdo europeia nao finlandesa (non-FIN EURO) foram obtidas a partir do site:
https://gnomad.broadinstitute.org/, de 7,718 genomas europeus nao finlandeses. As
frequéncias alélicas usadas no Teste Exato de Fisher da populacao brasileira foram
extraidas do site: http://abraom.ib.usp.br, a partir dos exomas de um grupo

miscigenado de 609 idosos brasileiros.
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5 RESULTADOS

Por meio de um levantamento realizado de 2016-2020 em menonitas da CON
(n =185), WIT (n = 133) e CWB (n = 165), observamos que 23,4% (113 / 483) dos
Menonitas relatam diagndstico passado / presente de depressao, o que € quase trés
vezes a prevaléncia na populacao neo-brasileira (7,6%) (BOLDT, 2018).

Na analise de associacao genética, é importante notar que, devido ao tamanho
amostral ser diminuto, o intervalo de confianca das regressfes logisticas € grande.
Além disso, os valores de p podem ser considerados altos em estudos de analise
gendmicas em uma populacdo miscigenada comum. Contudo, deve-se considerar que
0S menonitas sdo uma populacdo geneticamente isolada, e que os controles foram
selecionados por ndo apresentarem parentes afetados pela doenca, além de nunca
terem sido diagnosticados para depressdo. Este fato aumenta a confianca em
resultados obtidos em tamanhos amostrais pequenos, como neste projeto piloto.

Nas analises dos 130 exomas de CON, foram encontradas 74 variantes em 26
genes associados a um efeito dominante com depressdo (p<0,01) (TABELA 1).
Dessas, 53 atuam como Loci de expresséao de trago quantitativo (do inglés Expression

quantitative trait loci — eQTLS).

TABELA 1 - VARIANTES ASSOCIADOS A UM EFEITO DOMINANTE PARA A DEPRESSAO

Alelo

0,
GENE SNP Associado OR IC95% p
6,92 -
WWP2 rs3748389 A 1461 308,600 0,0076
5,50 -
NOB1 rs3811348 C 484,3 49670 0,0068
4,61 -
PLXNB2 rs28379706 T 290,2 18960 0,0073
3,89 -
SMIM22 rs2075465 C 267 18,310 0,0096
3,89 -
UBN1 rs12446456 T 219,5 15 300 0,0088
TRPM6 rs4300062 C 169,1 4,58 -6.237  0,0053
MEP1B rs173032 T 153,2 3,34-7.022  0,0099
OR51B5 rs35301588 TCA 87,5 4,25-1.803 0,0038
ORB5112, OR51B5, HBG2  rs11037503 T 87,5 4,25-1.803 0,0038
BMPSA; PPIEL rs2889739 G 81,75 3,22-2.073 0,0076
PABPC4: PABPC4-AS1  rs12127094 T 81,75 3,22-2.073 0,0076
MEF2C rs601942 T 77,19 4,08 -1.460 0,0038

Continua
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MEF2C
MEF2C
SEC14L1
SLC9A1
SNX25
KRT6C
KRT6A
COG4
SF3B3

TVP23C; TVP23C-CDRT4

TVP23C; TVP23C-CDRT4

BMPSA
BMPSA
KRT75
KRT75
KRT6A
KRT1
ZKSCAN1
NXPE1
TOP1IMT
NXPE4; NXPE2
PDGFD; DDI1
SYT1
TOP1IMT
FAM71F2
CHGB
CHGB
CHGB
CHGB
MXD3
OR2G2; LOC102724446

CACNG5

PRKAG1; KMT2D; DDN-
AS1

DDN; DDN-AS1
KMT2D
CALHMA4
KRT19

PSG7

HLA-DQA1; LOC107986589
ADH4; LOC100507053
ACTN3; ZDHHC24

rs587490
rs588282
rs9674550
rs34306208
rs3822302
rs382367
rs711317
rs3762171

rs12909

rs20076811
2

rs13830960
2

rs11583829
rs2230006
rs401926
rs298109
rs298120
rs14024
rs67110214
rs632108
rs10105378
rs550897
rs1052313
rs2272500
rs13277302
rs74343948
rs910122
rs236153
rs6085324
rs742711
rs35195098
rs61732336
rs2286678

rs2293446

rs10783299
rs2241726
rs7762318

rs11550883

rs11324704
4

rs3188543
rs1126672
rs2305534

Or>» 0 0OO>»0 » OOAA4>P2>POOA2>O0O0>»000A4A>»>»>» 06 O 422> 4400400

77,19
77,19
68,86
50,63
49
48,04
48,04
47,52
47,52

42,94

42,94

42,2
42,2
42,07
42,07
42,07
40,32
36,9
31,66
31,02
28,51
27,16
26,91
25,85
22,89
21,8
21,8
21,24
21,24
20,43
20,28
20,17

18,02

17,85
17,85
17,08
16,61

15,89

13,19
12,28
0,0651

4,08 - 1.460
4,08 - 1.460
4,15-1.143
3,33 -769,6
2,91 - 826,2
3,15-733,6
3,15-733,6
291-776
291-776

2,67 -684

2,67 —-684

3,51 -507,5
3,51 -507,5
2,76 - 640,8
2,76 - 640,8
2,76 - 640,8
2,85-570,8
2,95-461,9
2,69-372,6
2,45-392,8
2,43 - 334,7
2,45-301,6
2,30 - 315,1
2,59 -258,4
2,82 -186,1
2,29 -207,9
2,29 - 2079
2,14 -211,2
2,14 -211,2
2,10 -199
2,08 - 197,8
2,10-193,6
2,12 - 153,5
2,06 - 154,4
2,06 -154,4
2,15-136
2,07 -133,1
2,00 - 126,2
1,88 -92,42
1,87 - 80,83
0,01-0,50

0,0038
0,0038
0,0032
0,0047
0,0069
0,0054
0,0054
0,0067
0,0067

0,0078

0,0078

0,0032
0,0032
0,0071
0,0071
0,0071
0,0063
0,0051
0,0060
0,0080
0,0077
0,0072
0,0087
0,0056
0,0034
0,0074
0,0074
0,0091
0,0091
0,0094
0,0096
0,0092

0,0082

0,0088
0,0088
0,0073
0,0081

0,0089

0,0094
0,0090
0,0089

Continua
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ZIC2 rs1433231 G 0,0641 0,01-0,46 0,0064

EPRS rs1061160 T 0,06273 0,01-0,50 0,0095
SEZ6 rs11450637 TG 0,06238 0,01-0,46 0,0066
ZNF341; ZNF341-AS1 rs2626551 T 0,05778 0,01-0,48 0,0087
THNSL1; ENKUR rs7086282 T 0,05361 0,01-0,47 0,0087
GOLGA3 rs12371815 A 0,04111 0,00-0,38 0,0053
CHFR rs3816759 T 0,03783 0,00 - 0,39 0,0062
CHFR rs2306536 T 0,03762 0,00 - 0,39 0,0061
CHFR rs2306538 A 0,03762 0,00 - 0,39 0,0061
TRIP12 rs13018957 C 0,03721 0,00 - 0,37 0,0052
FOXDA4L3 9:70918542 G 0,03629 0,00 - 0,37 0,0052
THNSL1; ENKUR rs987274 T 0,03389 0,00-0,41 0,0080
OLFM4 rs2298231 T 0,03303 0,00 - 0,42 0,0090
LHFPL2 rs2241566 A 0,03022 0,00-0,34 0,0047
ZSCANSB rs527025 A 0,02634 0,00 - 0,37 0,0072
ZSCANSB rs11084427 A 0,02634 0,00 - 0,37 0,0072
KRT77 rs7138818 T 0,01923 0,00 - 0,34 0,0073
TNS3 rs2255744 A 0,01752 0,00-0,35 0,0086
TNS3 rs1534136 T 0,01752 0,00 - 0,35 0,0086
RFX5 rs2233854 0,0172 0,00-0,31 0,0061
GRIK2 rs2227283 A 0,01081 0,00 - 0,30 0,0077

FONTE: o autor (2021).

Legenda: OR - “Odds Ratio”; IC95% - Intervalo de Confiancia de 95%; p — “p value”. Nomenclatura dos genes: ACTN3 — “Actinin Alpha 3”; ADH4
— “Alcohol Dehydrogenase 4 (Class Il), Pi Polypeptide”; BMP8A — “Bone Morphogenetic Protein 8a”; CACNGS5 — “Calcium Voltage-Gated Channel
Auxiliary Subunit Gamma 5”; CALHM4 — “Calcium Homeostasis Modulator Family Member 4”; CHFR — “Checkpoint With Forkhead And Ring Finger
Domains”; CHGB — “Chromogranin B”; COG4 — “Component Of Oligomeric Golgi Complex 4”; DDI1 — “DNA Damage Inducible 1 Homolog 1”; DDN —
“Dendrin”; DDN-AS1 — “DDN And PRKAG1 Antisense RNA 17; ENKUR — “Enkurin, TRPC Channel Interacting Protein”; EPRS — “Glutamyl-prolyl-
tRNA synthetase”; FAM71F2 — “Family with Sequence Similarity 71 member F2”; FOXD4L3 — “Forkhead Box D4 Like 3”; GOLGA3 — “Golgin A3”;
GRIK2 — “Glutamate lonotropic Receptor Kainate Type Subunit 2”; HBG2 — “Hemoglobin Subunit Gamma 2”; HLA-DQA1 — “Major Histocompatibility
Complex, Class Il, DQ Alpha 17, KMT2D - “Lysine Methyltransferase 2D”; KRT1 — “Keratin 1, KRT19 — “Type | cytoskeletal 19”; KRT6A — “Keratin,
type Il cytoskeletal 6A”; KRT75 — “Keratin 75”; KRT6C — “Keratin, type Il cytoskeletal 6C”; KRT77 — “Keratin 77”; LHFPL2 — “LHFPL Tetraspan
Subfamily Member 2”; LOC100507053 — ndo caracterizado; LOC102724446 — néo caracterizado; LOC107986589 — ndo caracterizado; MEF2C —
“Myocyte Enhancer Factor 2C”; MEP1B — “Meprin A Subunit Beta”; MXD3 — “MAX Dimerization Protein 3”; NOB1 — “NIN1 (RPN12) Binding Protein
1 Homolog”;,NXPEL1 — “Neurexophilin And PC-Esterase Domain Family Member 1”; NXPE2 — “Neurexophilin And PC-Esterase Domain Family
Member 2”; NXPE4 — “Neurexophilin And PC-Esterase Domain Family Member 4”; OLM4 — “Olfactomedin-4"; OR2G2 — “Olfactory receptor 2G2”;
OR51B5 — “Olfactory Receptor Family 51 Subfamily B Member 5”; PABPC4 — “Poly(A) Binding Protein Cytoplasmic 4”; PABPC4-AS1 —
“PABPC4 Antisense RNA 1”; PDGFD — “Platelet Derived Growth Factor D”; PLXNB2 — “Plexin B2”; PPIEL — “Peptidyliprolyl Isomerase E Like
Pseudogene”; PRKAG1 — “Protein Kinase AMP-Activated Non-Catalytic Subunit Gamma 1”; PSG7 — “Pregnancy Specific Beta-1-Glycoprotein 7”;
RFX5 — “Regulatory Factor X5”; SEC14L1 — “SEC14-like lipid-binding protein 1”; SEZ6 — “Seizure Related 6 Homolog”; SF3B3 — “Splicing Factor
3b Subunit 3”; SLC9AL — “Solute Carrier Family 9 Member A1”; SMIM22 — “Small Integral Membrane Protein 22”; SNX25 — “Sorting Nexin 25”;
SYT1 - “Synaptotagmin 1”; THNSL1 — “Threonine Synthase Like 1”; TNS3 - “Tensin 3”; TOP1MT — “DNA Topoisomerase | Mitochondrial”; TRIP12 —
“Thyroid Hormone Receptor Interactor 12”; TRPM6 — “Transient Receptor Potential Cation Channel Subfamily M Member 6”; TVP23C — “Trans-
Golgi Network Vesicle Protein 23 Homolog C”; TVP23C-CDRT4 — ‘readthrough transcription between TVP23C homolog and CDRT4 (CMT1A
duplicated region transcript 4)”; UBN1 — “Ubinuclein 17; WWP2 — “WW Domain Containing E3 Ubiquitin Protein Ligase 2”; ZDHHC24 — “Zinc Finger
DHHC-Type Containing 24”; ZIC2 — “Zic Family Member 2”; ZKSCANL1 — “Zinc Finger With KRAB And SCAN Domains 1”; ZKSCAN1 — “Zinc Finger
With KRAB And SCAN Domains 17; ZNF341 — “Zinc Finger Protein 341”; ZNF341-AS1 — “ZNF341 Antisense RNA 17; ZSCAN5B — “Zinc Finger And
SCAN Domain Containing 5B”.
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Além disso, entre as 74 variantes, observa-se que 23 sdo mutagdes “missense”.
Uma altera o quadro de leitura; 15 levam a interrupcéo de sitios CpG e 14 criam um
sitio CpG (TABELA 3).

Para as comparacdes de frequéncia alélica entre os grupos de Europeus néo-
Finlandeses (GnomAD), menonitas e neo-brasileiros, foi efetuado o teste exato de
Fisher. Importante reafirmar que os dados genéticos dos menonitas correspondem
aos obtidos dos 130 exomas de menonitas de CON, obtidos previamente pelo Projeto
Mennogen. Ademais, destaca-se que informacdo sobre a populacéo brasileira foi
obtida de uma populacéo paulista de idosos, obtidas em um projeto de longevidade
(ABraOM).

TABELA 2 - FREQUENCIA DAS VARIANTES ASSOCIADOS A UM EFEITO DOMINANTE PARA
DEPRESSAO EM EUROPEUS NAO FILANDESES, MENONITAS E BRASILEIROS

SNP Alelo —— Freq. Freg. lesr\rlllrer Freg. (Brzlssilhe?:os-
Referéncia ENF Menonitas Menonitas) Brasileiros Menonitas)
rs550897 G 0.4714 0,342 0,000013 0.527094 <0.0001
rs28379706 C 0,3932 0,506 0,00008 0.411330 0,0032
rs11583829 C 0,1804 0,274 0,000084 0,130148 <0.0001
rs1052313 G 0,4624 0,552 0,002296 0.392447 1.0E-6
rs2233854 C 0,1667 0,236 0,002541 0,091954 0
rs13277302 C 0,5463 0,632 0,003486 0,127637 0
rs298109 C 0,5832 0,667 0,003886 0,657635 0,781666
rs11450637 T 0,5034 0,587 0,005303 0,595238 0,840998
rs401926 G 0,5827 0,663 0,005851 0,658456 0,890309
rs4300062 C 0,2477 0,181 0,009075 0,254516 0,009005
rs3822302 C 0,3114 0,244 0,015019 0,422003 0
rs35301588 TCA 0,379 0,440 0,03324 0,270115 <0.0001
rs11037503 T 0,3796 0,440 0,03344 0,271757 <0.0001
rs3811348 T 0,588 0,650 0,035146 0,440887 0
rs12371815 A 0,1541 0,195 0,058842 0,132184 0,008595
rs74343948 G 0,1426 0,178 0,09012 0,139573 0,114169
rs13018957 C 0,4812 0,434 0,111312 0,444992 0,742113
rs1433231 G 0,3482 0,311 0,21009 -- --
rs2241566 G 0,7589 0,727 0,213223 0,73399 0,823946
rs34306208 G 0,3577 0,321 0,216972 0,270115 0,092154
rs587490 T 0,5859 0,552 0,251966 -- --
rs588282 T 0,5856 0,552 0,252238 -- --
rs601942 C 0,5857 0,555 0,332568 -- --
rs12909 T 0,42 0,402 0,549398 0,454023 0,113142

Continua
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rs3762171
rs2306538
rs3816759
rs2306536
rs2889739
rs12127094
rs2255744
rs1534136
rs2626551
rs61732336
rs910122
rs236153
rs298120
rs10105378
rs11550883
rs113247044
rs173032
rs2272500
rs7762318
rs6085324
rs742711
rs9674550
rs2230006
rs67110214
9:70918542
rs382367
rs711317
rs632108
rs14024
rs527025
rs11084427
rs7138818
rs3748389
rs2227283
rs200768112
rs138309602
rs987274
rs2293446
rs7086282
rs12446456
rs10783299
rs2241726
rs2305534
rs2298231

- 0> 044> 46060 >»2>4A>2>00>»»—"00>»r—42>»2>22206020002>»00>»0404H4>»>

0,4211
0,1892
0,1915
0,1922
0,08013
0.09136
0,8226
0,8187
0.6425
0.09783
0.3737
0.3753
0.5816
0.5501
0.6296
0.1642
0.6477
0,3554
0.6113
0.2761
0.2756
0,3899
0,1801
0,266
0,3747
0,5743
0,5733
0,4851
0,3104
0.3167
0.3185
0.4248
0.3380
0.4351
0.3155
0.3463
0.3976
0.3510
0.4135
0.3840
0.3800
0.2383
0.4889

0,402
0,199
0,199
0,201
0,184
0,184
0,701
0,701
0,583
0,157
0,263
0,267
0,663
0,629
0,725
0,232
0,730
0,277
0,680
0,218
0,218
0,388

0,272

0,550562
0,648177
0,707462
0,70809
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
<0.0001
0.00072
0.000118
0.000157
0.00503
0.00718
0.000747
0.001747
0.003288
0.005954
0.016138
0.029708
0.031131
ns

ns

ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns
ns

0,429392
0,223597
0,183087
0,223317
0.064860
0.078818
0.728243
0.729064
0.735632
0.082923
0.371921
0.429392
0.634647
0.531199
0.632184
0.1740567
0.644499
0.302135
0.596880
0.203612
0.201970
0,257576
0,120264
0,35625
0,348485
0,535304
0,509031
0,26601
0.257800
0.237274
0.399836
0.371921
0.444992
0.366426
0.442681
0.3410497
0.444992
0.369458
0.348112
0.188944
0.540230

0,426847
0,648177
0,554601
0,47592
<0.0001
<0.0001
ns
ns
<0.0001
0.00013
0.000553
<0.0001
ns
0.002672
0.002769
0.021373
0.005547
ns
0.008747
ns
ns
0,001072

0,068709

ns
ns
ns

0.036313
ns
0.031031
ns
ns
0.014097
ns

Continua
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rs1126672
rs2286678
rs35195098
rs3188543
rs1061160
rs2075465

O4>» 40 >

0.2844
0.4842
0.2307
0.2954
0.3444
0.4892

0,244
0,454
0,211
0,300
0,489

ns 0.214286 ns
ns 0.536946 0.012149
ns -- --
-- 0.271757 -
ns 0.374384 0.019505
ns 0.576450 0.008116

FONTE: o autor (2021)

Legenda: Freqg. - Frequéncias das variantes encontradas; ENF — Europeus Nao-Finlandeses; ns — ndo significativo;

TABELA 3 — CARACTERISTICAS DOS POLIMORFISMOS ASSOCIADOS A EFEITO DOMINANTE

COM DEPRESSAO

GENE SNP Alteracdo de Aminoacidos Alteégcéoes eQTL
SEC14L1 rs9674550 na Sim, CpG — TpG Sim
BMPSA rs11583829 na Sim, ApG-CpG  Sim
BMP8A rs2230006 na Sim, CpG — CpA Sim
FAM71F2 rs74343948 p.14M N0 na
MEF2C rs601942 na N&o Sim
MEF2C rs587490 na N&o Sim
MEF2C rs588282 na N&o Sim
OR51B5 rs35301588 p.L238fs N0 Sim
ORgﬁféﬂzé oy 1511037503 p.S293S CPG-TPG na
LHFPL2 rs2241566 p.N223N N0 Sim
SLC9A1 rs34306208 p.V23V Sim, CpA—CpG  Sim
ZKSCAN1 rs67110214 Variante transcrita ndo-codificadora GpG - CpG Sim
FOXD4L3 9:70918542 p.H225Q Sim, CpG-GpG  Sim
TRIP12 rs13018957 ~ P-T°67T - prnggsTT_ PT837T— g Tpc—cps  Sim
GOLGA3 rs12371815 na Nao.maogero e sim
TRPM6 rs4300062 na Sim, TpG — CpG na
KRT6C rs382367 p.A419A Néo, it o @ na
KRT6A rs711317 p.A161A N0 na
TOPIMT rs13277302 na Nao. mas pertode sim
NXPE1 rs632108 na Sim, TpG — CpG na
CHFR rs2306536 p.v48§w,56pé\'</|5'8m,5§é\ﬁ7gm, Sim, CpG-TpG  Sim
CHFR rs2306538 na e da? sim
RFX5 rs2233854  [[RRIGSRI s.cec-cpc sim
CHFR rs3816759 na Sim, CpG — TpG Sim
KRT1 rs14024 p.K633R N0 na
ZIC2 rs1433231 na CpA - CpG na
SEZ6 rs11450637 na N&o Sim
COG4 rs3762171 p.L216L Néo, mas pertode gy

CpG

Continua
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SF3B3
NOB1
SNX25

KRT75

KRT75
KRT6A

ZSCANSB

ZSCANSB
PDGFD; DDI1
KRT77
PLXNB2
CALHMA4
CHGB
CHGB
BMPS8A; PPIEL

PABPC4;
PABPC4-AS1

WWP2
NXPE4; NXPE2

GRIK2

TVP23C,;
TVP23C-CDRT4
TVP23C,;
TVP23C-CDRT4
THNSL1Z,;
ENKUR

TOPIMT
KRT19
PRKAGI;
KMT2D; DDN-
AS1
TNS3
TNS3

THNSL1Z,
ENKUR

SYT1

ZNF341,
ZNF341-AS1

UBN1
DDN; DDN-AS1
KMT2D

PSG7

ACTNS;
ZDHHC24

OLFM4

ADH4;
LOC100507053

CHGB

rs12909
rs3811348
rs3822302

rs401926

rs298109
rs298120

rs527025

rs11084427
rs1052313
rs7138818
rs28379706
rs7762318
rs910122
rs236153
rs2889739

rs12127094

rs3748389
rs550897
rs2227283

rs200768112

rs138309602

rs987274

rs10105378
rs11550883

rs2293446

rs2255744
rs1534136

rs7086282
rs2272500
rs2626551

rs12446456
rs10783299
rs2241726
rs113247044

rs2305534
rs2298231
rs1126672
rs6085324

p.1996l
p.R231Q
na
p.C388C

p.RI1G
na

p.Prol87Ser
na
na
p.Lys318Glu
na
p.Argl78Gin
na
na

na

na
p.Tyr398Asp
p.GIluB08Asp

p.Trp202Arg
p.Ser199Thr

na

na

na

na

na

na
p.Leu556Val

na

na

na
p.Glu607Gly
na
p.Arg98Ter

p.GIn91Arg
na
na

p.Ser93Thr

Sim, CpG — TpG
Sim, CpG - TpG
Sim, TpG — CpG

N&o, mas perto de
CpG

Sim, TpG — CpG
Né&o
Préximo a sitios
CPG

CpG — CpA,
N&o
N&o
Sim, TpG - CpG
N&o
CpG - CpA,
N&o
N&o
Préximo de um
sitio CpG

N&o

TpG - CpG

CpG - TpG

Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
n.a.
Sim
n.a.
Sim
Sim
Sim

Sim

n.a.
n.a.
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
n.a.
Sim
Sim
Sim

Sim
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CHGB rs742711 p.Arg417His CpG - CpA Sim
CACNG5 rs2286678 na Nao n.a.
MXD3 rs35195098 na Nao Sim
HLA-DQA1Z,; N
LOC107986589 rs3188543 na N&o n.a.
EPRS rs1061160 na Nao Sim
SMIM22 rs2075465 p.Trp82Arg Nao Sim
OR2GZ2; N
LOC102724446 rs61732336 p.Met150Val Nao n.a.
MEP1B rs173032 na N&o n.a.

FONTE: o autor (2021).

Legenda: Alteragdo de aminoacido em branco — Sem informacgdes disponiveis; em verde — benigna; em vermelho — prejudicial; eQTL — Sim: refere-
se a genes associados a expressdo quantitativa de genes em tecidos nervosos; n.a.: ndo disponivel. Nomenclatura dos genes: ACTN3 — “Actinin
Alpha 3”; ADH4 — “Alcohol Dehydrogenase 4 (Class ), Pi Polypeptide”; BMP8A — “Bone Morphogenetic Protein 8a”; CACNG5 — “Calcium Voltage-
Gated Channel Auxiliary Subunit Gamma 5”; CALHM4 — “Calcium Homeostasis Modulator Family Member 4”; CHFR — “Checkpoint With Forkhead
And Ring Finger Domains”; CHGB — “Chromogranin B”; COG4 — “Component Of Oligomeric Golgi Complex 4”; DDI1 — “DNA Damage Inducible 1
Homolog 1”; DDN — “Dendrin”; DDN-AS1 — “DDN And PRKAG1 Antisense RNA 17; ENKUR — “Enkurin, TRPC Channel Interacting Protein”; EPRS
— “Glutamyl-prolyl-tRNA synthetase”;, FAM71F2 — “Family with Sequence Similarity 71 member F2”; FOXD4L3 — “Forkhead Box D4 Like 3%
GOLGA3 - “Golgin A3”; GRIK2 — “Glutamate lonotropic Receptor Kainate Type Subunit 2”; HBG2 — “Hemoglobin Subunit Gamma 2”; HLA-DQA1
— “Major Histocompatibility Complex, Class Il, DQ Alpha 1”; KMT2D — “Lysine Methyltransferase 2D”; KRT1 — “Keratin 1”; KRT19 — “Type |
cytoskeletal 19”; KRT6A — “Keratin, type Il cytoskeletal 6A”; KRT75 — “Keratin 75”; KRT6C — “Keratin, type Il cytoskeletal 6C”; KRT77 — “Keratin
77", LHFPL2 — “LHFPL Tetraspan Subfamily Member 2”; LOC100507053 — ndo caracterizado; LOC102724446 — ndo caracterizado;
LOC107986589 — ndo caracterizado; MEF2C — “Myocyte Enhancer Factor 2C”; MEP1B — “Meprin A Subunit Beta”; MXD3 — “MAX Dimerization
Protein 3”; NOB1 — “NIN1 (RPN12) Binding Protein 1 Homolog”;NXPE1 — “Neurexophilin And PC-Esterase Domain Family Member 1”; NXPE2 —
“Neurexophilin And PC-Esterase Domain Family Member 2”; NXPE4 — “Neurexophilin And PC-Esterase Domain Family Member 4”; OLM4 —
“Olfactomedin-4"; OR2G2 — “Olfactory receptor 2G2”; OR51B5 — “Olfactory Receptor Family 51 Subfamily B Member 5”; PABPC4 — “Poly(A) Binding
Protein Cytoplasmic 4”; PABPC4-AS1 — “PABPC4 Antisense RNA 1”; PDGFD — “Platelet Derived Growth Factor D”; PLXNB2 — “Plexin B2”; PPIEL
— “Peptidylprolyl Isomerase E Like Pseudogene”; PRKAGL1 - “Protein Kinase AMP-Activated Non-Catalytic Subunit Gamma 1”; PSG7 — “Pregnancy
Specific Beta-1-Glycoprotein 7”; RFX5 — “Regulatory Factor X5”; SEC14L1 — “SEC14-like lipid-binding protein 1”; SEZ6 — “Seizure Related 6
Homolog”; SF3B3 — “Splicing Factor 3b Subunit 3”; SLC9AL1 — “Solute Carrier Family 9 Member A1”; SMIM22 — “Small Integral Membrane Protein
22”; SNX25 — “Sorting Nexin 257 SYT1 — “Synaptotagmin 1”; THNSL1 — “Threonine Synthase Like 17; TNS3 - “Tensin 3”; TOP1MT — “DNA
Topoisomerase | Mitochondrial”; TRIP12 — “Thyroid Hormone Receptor Interactor 12”; TRPM6 — “Transient Receptor Potential Cation Channel
Subfamily M Member 6”; TVP23C — “Trans-Golgi Network Vesicle Protein 23 Homolog C”; TVP23C-CDRT4 — “readthrough transcription between
TVP23C homolog and CDRT4 (CMT1A duplicated region transcript 4)”; UBN1 — “Ubinuclein 17, WWP2 — “WW Domain Containing E3 Ubiquitin
Protein Ligase 2”; ZDHHC24 — “Zinc Finger DHHC-Type Containing 24”; ZIC2 — “Zic Family Member 2”; ZKSCAN1 — “Zinc Finger With KRAB And
SCAN Domains 17; ZKSCANL1 — “Zinc Finger With KRAB And SCAN Domains 1”; ZNF341 — “Zinc Finger Protein 341”; ZNF341-AS1 — “ZNF341
Antisense RNA 17; ZSCAN5B — “Zinc Finger And SCAN Domain Containing 5B”.

Os resultados das associacdes indicam que a frequéncia alélica de 31 das 74
variantes em Menonitas diferem significativamente das frequéncias observadas em
europeus nao finlandeses, e que por isso consistem em um efeito fundador (TABELA
2). Além disso, 30 variantes ocorreram em genes associados ao desempenho
cognitivo (das quais 23 sdo eQTLs) (TABELA 3), e cinco delas, em trés genes
anteriormente implicados na depressao (OLFM4, GRIK2 e MEF2C).
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6 DISCUSSAO

Para avaliar a predisposicdo genética dos Menonitas de CON a depresséo,
foram utilizadas analises de associacdo genética com efeito dominante. Lesch (2004),
cita que, habitualmente, o diagndstico de depresséo é acompanhado pela ocorréncia
em parentes de primeiro e segundo graus afetados por depressao bipolar e unipolar
e, em geral, existe uma forte sobrecarga familiar depressiva. Desse modo, o modelo
dominante seria capaz de fornecer os resultados mais confidveis. Além disso, €
possivel inferir que os participantes dos questionarios que relataram terem sido
diagnosticadas com transtorno depressivo maior, pelos devidos profissionais, muito
provavelmente foram avaliados por meio dos critérios estabelecidos no manual DSM-
V.

A partir dos calculos de associacbes efetuados, foram encontradas 74
variantes, em 26 genes distintos, relacionadas a um efeito dominante da depressao
(p< 0,01). Cinquenta e trés das variantes atuam como loci de expressdo de traco
guantitativo (TABELA 3). Esses loci sdo capazes de explicar uma parte da variacao
genética de uma expressao fenotipica, através da quantificacdo de seus mRNA
transcritos ou de suas proteinas transcritas. Ademais, eQTLs sdo frequentemente
utilizados em estudos de variagcdo de expressdo genética atribuida a diferencas
populacionais (NICA & DERMITZAKIS, 2013).

Entre as 74 variantes, observou-se que 23 sdo mutagdes “missense”. Ou seja,
23 das mutacdes sdo pontuais com alteragcdo de apenas um Unico nucleotideo
resultando em um cédon codificador de um aminoacido diferente do anterior. Apenas
uma das mutacdes altera o quadro de leitura, podendo ser causada por insercédo ou
delecédo de nucleotideo capaz de alterar toda a sequéncia de codons, resultando em
um produto génico distinto do original. Ainda dentre as 74 variantes, 15 delas levam a
interrupgéo de sitios CpG e outras 15 criam um sitio CpG (TABELA 3). Dessa maneira
sdo SNPs de interesse, uma vez que alteram regifes reguladoras da expressao
genética através da metilacao.

Ao observar a frequéncia alélica das variantes associadas a um efeito
dominante para depressdo em europeus néo filandeses, menonitas e brasileiros,
verificou-se que em 31 delas as frequéncias em Menonitas diferem significativamente
(p < 0,05) das frequéncias observadas em europeus nao finlandeses, e que por isso

consistem em um efeito fundador. O efeito fundador €& definido como o
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estabelecimento de uma nova populagédo por meio de alguns poucos individuos que
carregam consigo somente uma pequena fracdo da variacdo genética total da
populacao parental (RIDLEY, 2003). Dessa maneira, um efeito fundador pode ocorrer
guando uma populagéo passa por um efeito de gargalo de garrafa, no qual somente
alguns individuos da populagdo propagam suas caracteristicas genéticas. Sendo
assim, a populagdo que se expande a partir destes individuos mantera um “pool”
genético muito mais limitado, com variacdes de frequéncias genéticas e fenotipicas
possivelmente diferenciadas da populacéo original. (Ridley, 2003).

Os resultados indicam também que 30 variantes ocorreram em genes
previamente associados ao desempenho cognitivo (dos quais 23 sdo eQTLS)
(TABELA 3). A associacao da depressao com a inteligéncia ja € abordada em varios
estudos e continua a ser explorada com maior frequéncia (SAVAGE et al.,, 2018;
SNIEKERS et al., 2017). Ha indicacdes de que um Quociente de inteligéncia (Ql) baixo
esta ligado a um maior risco de desenvolvimento de depressao crénica e pensamentos
suicidas. Além disso, o QI ndo aparenta estar conectado aos anos passados em
escolaridade, mas sim a uma vulnerabilidade cognitiva estabelecida na infancia, um
periodo que quando em vulnerabilidade também esta associado ao desenvolvimento de
quadros depressivos. E possivel que essa correlacéo ocorra devido & maior habilidade de
pessoas com maiores niveis de inteligéncia de lidar com eventos estressantes durante a
vida (HUNG et al., 2016). Ademais, a inteligéncia musical, apresentou associacao positiva
com a depressado, enquanto outros tipos de inteligéncia, incluindo a légico-matematica
apresentaram associacao negativa (PEREIRA; TAVARES, 2001).

Cinco dos SNPs encontrados em associacdo com a depressao estdo presentes
em trés genes ja implicados anteriormente com o transtorno (OLFM4, GRIK2 e
MEF2C).

Dois dos SNPs do gene GRIK2 (Glutamate lonotropic Receptor Kainate Type
Subunit 2) foram associados a depressdo em dois estudos distintos. O SNP
rs112904378 foi associado a depressdo unipolar numa populacdo europeia (n =
92957) nos estudos de Coleman et al. (2020) e o SNP rs7758630 foi também
associado a depresséao unipolar em duas populagées, primeiro em uma metanalise de
populacado (n = 807,553) e em seguida na replicacdo do estudo com uma populagéo
distinta (n = 1,306,354) (HOWARD et al.,, 2019). Variantes desse mesmo gene
também foram associados a habilidade matematica, em GWAS (n =1,131,881) (LEE,
2018) e ao desenvolvimento de transtorno obsessivo-compulsivo (SAMPAIO, 2010),


https://www.ebi.ac.uk/gwas/search?query=rs112904378
https://www.ebi.ac.uk/gwas/search?query=rs7758630
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0 que fornece ainda mais relevancia para esse gene em estudos de GWAS com
transtornos e doencas neuroldgicas.

Na populagédo Menonita de CON, contudo, a variante rs2227283 encontrada no
gene GRIK2 apresenta um “Odds ratio” (OR) de resisténcia a depresséo (TABELA 2).
Sua frequéncia € muito semelhante na populacdo Menonita e na ENF (TABELA 3), e
também ndo hé alteracdes em sitios CpG devido & mutacéo da glutamina no sitio 808
para uma aspargina (TABELA 3). Dessa forma é muito improvavel que o SNP
encontrado em Menonitas tenha um impacto funcional no diagnéstico de depressao.

O gene MEF2C é codificador do “myocyte enhancer factor 2C”, um fator de
transcricdo envolvido no desenvolvimento cerebral, e ja foi relacionado com
diagnésticos de epilepsia, deficiéncia intelectual e hiperquinese (HYDE et al., 2016;
LE MEUR et al., 2010; PACIORKOWSKI et al., 2013). Em Muench (2018), o SNP
rs10514299 desse gene foi associado a depressdao em uma populacdo com
dependéncia alcodlica (n = 953). Portanto, é de relativo interesse estudos mais
aprofundados com esse gene, e suas variantes, relacionados a depressao.

No presente estudo, foram identificados 3 SNPs no gene MEF2C, sdo os
seguintes: rs601942, rs587490 e rs588282. Todos eles atuam como eQTLs (TABELA
3) e apresentaram um valor de OR de 77.19 (TABELA 2), o que representa uma alta
chance das variantes estarem associadas ao efeito dominante de depress&o. E
interessante notar que nenhum dos SNPs causa alteracbes de aminoacido ou em
sitios CpG, mas mantém alta influéncia sobre a expressédo dos fenotipos (TABELA 3).
Os testes de FISHER, contudo, indicam que nao ha efeito fundador relacionado a
estas variantes (TABELA 3) e ndo havia dados para realizar as comparacoes entre 0s
Menonitas e a populacdo neo-brasileira.

O gene OLFM4, assim como os outros genes codificadores de “Olfactomedin
domain-containing proteins” é descrito como um mediador do desenvolvimento
neuronal, facilitador de adesao celular, interacdes intercelulares e interagdes entre
proteinas. Por isso, a perturbacdo de suas expressdes pode gerar alteracfes de
desenvolvimento e até mesmo letalidade (LI, 2019). Os estudos de GWAS foram
capazes de relacionar varios SNPs de OLFM4 a transtornos depressivos. Em um
estudo de metanalise (n = 449,484), Nagel et al.,, (2018) associaram a variante
rs8181889-A a depressao unipolar. Outra variante, a rs12552-A, foi associada a
depressao unipolar também no estudo de Nagel et al. (2018), em outro estudo de

metanalise com uma populacao distinta (n = 609,424), onde também foi associada ao
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transtorno bipolar (COLEMAN & GASPAR, 2019). Essa mesma variante, rs12552-A,
foi associada a propenséo a depressao em individuos do espectro autista em um
estudo de GWAS (n = 18,381 com ASD (Desordem de espectro autista; n = 27,969
controles) (GROVE et al. 2019) e também associada a inteligéncia, novamente em um
estudo GWAS (n = 248, 482) (HILL et al., 2018).

A variante do gene OLMF4 encontrada nos Menonitas, e avaliada para o efeito
dominante sobre a depresséo, rs229823-T, € uma eQTL, apresenta associacdo com
a protecao a depressao (TABELA 2) sem alteracdes de aminoacido ou em sitio CpG
(TABELA 3). Além disso, suas frequéncias sdo muito semelhantes nas populacdes
Menonitas e ENF, o que indica que ndo haja efeito fundador. A comparacdo da
frequéncia dessa variante entre Menonitas e a populacédo neo-brasileira resultou em
um valor de teste de Fischer ndo significativo (TABELA 3).

O polimorfismo rs28379706, que se encontra na regido éxon 3 do gene
PLXNB2, apresenta dois alelos, T/C, sendo que o alelo rs28379706-T origina da
alteracédo de um sitio originalmente CpG em um sitio TpG (TABELA 3). Essa alteracdo
de nucleotideo esta associada com o0 aumento da expressao do gene no nervo tibial
(GTEX) e também acarreta a alteracdo de aminoacido, sendo nesse caso, de uma
glutamina na posicdo 318 para uma lisina, que é uma alteragéo tolerada (TABELA 3).
Este polimorfismo se destaca dos outros por alguns fatores: as avaliacbes de
associacao a depresséao resultaram em valor de OR extremamente alto, de 290,2 e p
= 0.0073, o que indica significancia (p<0,01); é eQTL e faz alteracdo de aminoéacido
em sitios CpG, onde ocorrem metilagdes.

No catalogo GWAS, sédo encontradas associacdes entre polimorfismos deste
gene com habilidade matematica e funcdo cognitiva (GREENWOOD et al., 2019;
SPAIN et al., 2016). Ademais, o gene demonstra alto fator de metilacdo em
glioblastoma multiforme, glioma de baixo grau, e leucemia mieloide aguda (TGCA,
2019).

Os produtos do PLXNB2 também estdo envolvidos no desenvolvimento do
cerebelo (ALDINGER et al.,, 2013; FRIEDEL et al., 2007; MAIER et al.,, 2011),
inteligéncia extremamente alta (Spain et al, 2016; Zacher et al, 2018), proliferacéo e
migracdo de neuroblastos (SAHA et al., 2012), desenvolvimento de regulacéo de
sinapses GABAérgicas e glutamatérgicas no hipocampo de mamiferos
(MCDERMOTT; GOLDBLATT; PARADIS, 2018), percepcdo de dor inflamatoria
(PALDY et al., 2017), cicatrizacao e recuperacao de ferimentos (ZHOU et al., 2020),
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diferenciacdo de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea humana (ZHANG et
al., 2019), modulacdo da ramificacdo ureteral (JAKOBSON et al., 2011), regulacéo
negativa da motilidade dos macréfagos (RONEY et al.,, 2011) e regulacdo dos
sistemas vascular e enddcrino (ZIELONKA et al., 2010).

Além disso, 0 gene é capaz de interagir com diversas outras proteinas
(SZKLARCZYK et al., 2018; WARDE-FARLEY et al., 2017). Alguns dos polimorfismos
nos genes presentes nessa rede de interacdo sao associados a tracos similares aos
do PLXNB2, como por exemplo variantes de PLXNB1 (Plexina-B1) e RND1 (Rho
Family GTPase 1) com anos de educacao (LEE et al., 2018; WRAY et al., 2018), de
RRAS (RAS related) com o traco anterior e habilidade matematica (LEE et al., 2018),
ARHGEF12 (Rho guanine nucleotide exchange fator), SEMA3E (Semaforina-3E) com
habilidade cognitiva geral (DAVIES et al., 2018; DONATI; DUMONTHEIL; MEABURN,
2019), SEMA3F (Semaforina-3F) com inteligéncia e habilidade cognitiva (DAVIES et
al., 2018; HILL et al., 2019; HILL, 2018; SAVAGE et al., 2019), SEMA3C (Semaforina-
3C) com depressdo e SEMA3D (Semaforina-3D) com suicidio na depressao
(COLEMAN et al., 2020; MULLINGS et al., 2018).



45

7 CONCLUSAO

Tendo como alvo a populacdo Menonita, com suas caracteristicas peculiares
de isolamento, que aumenta a susceptibilidade a doengcas monogénicas e
multifatoriais, foram avaliadas a frequéncia de variantes genéticas associadas ao
transtorno depressivo maior nessa populacdo. Os resultados obtidos demonstram o
efeito fundador em 31 das 74 variantes associadas em padrdo dominante com o
diagndstico de depressao na populacdo menonita de CON. Quinze dentre todas as
variantes interrompem sitios CpG, e 14 delas criam sitios CpG, o que indica conexao
com alteracbes em metilacdes e consequentemente expressado génica. Além disso,
30 variantes ocorreram em genes associados ao desempenho cognitivo (das quais 23
sédo eQTLs), e cinco delas, em trés genes anteriormente implicados na depresséao e
outros transtornos neuroldgicos (OLFM4, GRIK2 e MEF2C). Observou-se, também, a
associacdo a depressdo do polimorfismo rs28379706-T do gene PLXNB2. Esse
polimorfismo esta ligado ao efeito fundador e a alteragcbes em sitios CpG, onde
ocorrem metilagdes. A ligacdo desse polimorfismo a depressao € corroborada pela
literatura, que avalia associa¢cdes do gene ao desempenho cognitivo e interagdes de
seus transcritos a outros genes associados ao desempenho e ao transtorno
depressivo maior.

Para confirmar estes achados, ainda é necessario aumentar a amostragem e
avaliar a possibilidade de replicacdo dos resultados em populagcbes miscigenadas,
assim como em grupos de pacientes bem caracterizados, e realizar ensaios funcionais

com as variantes associadas.
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