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RESUMO

A Sindrome Metabolica (SM) ¢ caracterizada por um conjunto de fatores de risco
cardiovascular e seu desenvolvimento tem sido associado a desregulag@o do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA). O gene FKBP5 (FKBP prolyl isomerase 5) codifica um modulador do
eixo HPA, que se liga ao receptor de glicocorticoides e regula sua atividade. Embora o FKBPS5
esteja associado a disturbios metabolicos relacionados ao estresse, seu potencial papel na SM
permanece incerto. Visando identificar uma possivel associagdo entre FKBP5 e a SM, 48
variantes e sete sitios CpGs foram analisados em até 236 Menonitas. Os Menonitas constituem
uma populagdo relativamente isolada, que passou por pelo menos trés eventos de gargalo de
garrafa nos ultimos 500 anos. Essas particularidades podem levar a uma maior frequéncia de
variantes de susceptibilidade e beneficiar estudos epigenéticos devido a maior homogeneidade
ambiental. Nos analisamos os exomas do FKBP5 em 66 individuos com SM e 128 controles
em busca de variantes candidatas e genotipamos nove polimorfismos com espectrometria de
massa em 70 casos de SM e 166 controles. Também medimos os niveis de metilagdo de CpG
em cé¢lulas brancas do sangue com pirosequenciamento e o FKBPS plasmatico com ELISA. A
SM foi independentemente associada a idade (OR=1.05 [95% IC = 1.03-1.07]; q=<0.001),
atividade fisica (OR=0.44 [95% IC = 0.26 - 0.73]; q=0.003) e ao ambiente familiar "frio" na
infancia (OR=1.59 [95% IC = 1.08 - 2.34]; q=0.019). Nenhuma das variantes, haplotipos ou
niveis de metilagdo e expressdo de FKBPS5 foram associados a SM. Portanto, este estudo nédo
fornece evidéncias de que o FKBP5 possa influenciar o desenvolvimento da SM na populagdo
Menonita. Apesar disso, os dados gerados podem apoiar investigacdes futuras que visem
considerar outros fatores, como histérico de exposi¢do a eventos estressores ao longo da vida.
Estudos futuros em outros tecidos e envolvendo diferentes mecanismos epigenéticos também
podem fornecer informagdes adicionais sobre o possivel envolvimento do FKBP5 na etiologia
da SM.

Palavras-chave: FKBP5, HPA, sindrome metabolica, Menonitas, metilagéo.



ABSTRACT

Metabolic Syndrome (MetS) is characterized by a set of cardiovascular risk factors,
and its development has been associated with dysregulation of the hypothalamic-pituitary-
adrenal (HPA) axis. The F'KBP5 gene (I'KBP prolyl isomerase 5) encodes a modulator of the
HPA axis, which binds to the glucocorticoid receptor and regulates its activity. While FKBP35
is associated with stress-related metabolic disorders, its potential role in MetS remains
uncertain. In order to identify a possible association between FKBP5 and MetS, 48 variants and
seven CpG sites were analyzed in up to 236 Mennonites. The Mennonites constitute a relatively
isolated population that has undergone at least three bottleneck events in the last 500 years.
These particularities may lead to a higher frequency of otherwise rare susceptibility variants
and benefit epigenetic studies due to greater environmental homogeneity. We screened the
exomes of 66 individuals with MetS and 128 controls for candidate variants and genotyped nine
FKBP5 polymorphisms with mass spectrometry in 70 MetS and 166 controls. We also
measured CpG methylation levels in white blood cells with pyrosequencing and plasma FKBPS
with ELISA. MetS was independently associated with age (OR=1.05 [95% CI = 1.03-1.07];
q=<0.001), physical activity (OR=0.44 [95% CI = 0.26 - 0.73]; q=0.003), and a "cold" family
environment during childhood (OR=1.59 [95% CI = 1.08 - 2.34]; q=0.019). None of the
variants, haplotypes, methylation or FKBPS expression levels were significantly associated
with MetS. Therefore, this study does not provide evidence that ¥KBP5 may influence the
development of MetS in the Mennonite population. Nevertheless, the generated data can
support future investigations aimed at considering other factors, such as a history of exposure
to stressful events throughout life. Future studies in other tissues and involving different
epigenetic mechanisms may also provide additional insights into the potential involvement of
FKBP5 in the etiology of MetS.

Keywords: “KBP5, HPA, metabolic syndrome, Mennonites, methylation.
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1 INTRODUCAO

A sindrome metabolica (SM) € uma condi¢do complexa, associada a um aumento na
mortalidade por doengas cardiovasculares (DCV) (MOTTILLO et al., 2010), que atualmente
representam a principal causa de morte no Brasil e no mundo (WHO - WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2020). E caracterizada por um conjunto de fatores de risco cardiovascular,
que incluem resisténcia a insulina, triglicerideos elevados, colesterol HDL (High-density
lipoprotein) reduzido, obesidade abdominal e hipertensdo (FAHED et al., 2022).

O desenvolvimento da SM ¢ resultado de uma complexa interagdo entre fatores
ambientais e componentes genéticos, que resultam em alteragdes epigenéticas predisponentes
(FAHED et al., 2022). Inumeras evidéncias demonstram que a exposi¢do ao estresse esta
associada a um aumento no risco de desenvolver SM (CHANDOLA; BRUNNER; MARMOT,
2006; KUO et al., 2019; LEE; TSENKOVA; CARR, 2014). Entre os principais mediadores de
resposta ao estresse estd o eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA). Esse eixo regula
producdo de cortisol que atua na expressdo génica e influencia inimeros processos fisiol6gicos,
incluindo o metabolismo energético, sistemas endocrinos e imunologicos (TIMMERMANS;
SOUFFRIAU; LIBERT, 2019; WOMERSLEY et al., 2022).

Alteragdes nos genes que regulam o eixo HPA podem representar um fator de risco
para a SM. Entre esses genes, o FKBP5 (FKBP Prolyl Isomerase 5) vem ganhando destaque,
sendo sugerido como um fator chave nas associagdes observadas entre o estresse e desordens
metabolicas (HAUSL et al., 2019). O FKBPS5 sintetiza uma proteina de ligagio FKBP5, que
modula a resposta ao estresse, ao regular a sensibilidade do receptor de glicocorticoide (GR).
Apds um evento estressor, o cortisol se liga ao complexo GR no citoplasma e substitui FKBPS5
por FKBP4 (FKBP Prolyl Isomerase 4), o que possibilita a translocagdo do complexo para o
nucleo, onde ocorre a regulagdo da expressdao génica. Simultaneamente, o cortisol aumenta a
transcri¢do do FKBP35 por meio da ligagdo do GR a elementos de resposta a glicocorticoides
(GREs). No citoplasma, FKBPS compete com FKBP4 pela ligagdo ao complexo GR. Quando
ligado, inibe a atividade de GR, estabelecendo um mecanismo intracelular de retroalimentagao
negativa (FRIES; GASSEN; REIN, 2017; ZGAJNAR et al, 2019).

Embora os estudos envolvendo o FKBP5 tenham sido predominantemente realizados
no contexto das psicopatologias, a transcri¢do e a expressdo de FKBPS, suas variantes genéticas
e padrdes de metilagdo - um dos mecanismos epigenéticos que mediam a influéncia de fatores

ambientais na expressdo génica - tém sido associadas tanto a respostas alteradas ao estresse
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quanto a distarbio metabolicos. No entanto, seu possivel envolvimento na SM permanece
incerto (PANAGIOTOU et al., 2021; WOMERSLEY et al ., 2022; ZANNAS et al., 2016).

Estudar as interagdes entre o ambiente e genética e as alteragdes epigenéticas
resultantes representam um desafio devido aos inumeros fatores de confusdo. Estudos em
populagdes isoladas ou que sofreram eventos de gargalo de garrafa, como ¢ o caso dos
Menonitas, podem se beneficiar das particularidades genéticas e da homogeneidade ambiental
decorrente do compartilhamento de habitos (ARCOS-BURGOS; MUENKE, 2002; CAVALLI,
HEARD, 2019). Ao longo de aproximadamente 500 anos de isolamento, a populagdo menonita
sofreu pelo menos trés eventos de gargalo de garrafa, impulsionados por questdes politicas e
sociais, perseguigdo religiosa e escassez de terras. Entre 1930 e 1934, cerca de 2300 Menonitas
chegaram ao Brasil, totalizando hoje aproximadamente 9000 individuos. Trés grandes
comunidades foram fundadas em Curitiba-PR, Witmarsum (Palmeira — PR), e Colonia Nova-
RS. Embora atualmente o casamento com a populagao local seja aceito, as praticas religiosas e
culturais ainda sdo mantidas (LOPES et al., 2016).

Nossa hipotese € de que variantes genéticas ou alteracdes epigenéticas de FKBPS5 que
possam resultar em disfungdes no ciclo intracelular de retroalimentacdo negativa e
consequentemente na sensibilidade do GR, possam levar a desregulagdo do eixo HPA, e em
ultima analise, aumentar a susceptibilidade 8 SM. Neste estudo, investigamos a associagdo entre
variantes, o perfil de metilagdo e a expressdo de FKBP5 com a SM na popula¢do menonita
brasileira, visando contribuir para o avango no conhecimento acerca dos mecanismos

patologicos subjacentes a SM.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar se ha associa¢des entre variantes, perfil de metilagdo e expressdo proteica

do gene FKBP5 com a SM na popula¢do menonita brasileira.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar por meio de uma revisdo de literatura, variantes e sitios CpG com metilagdo
diferencial envolvidos na desregulagdo do eixo HPA ou associados a SM e seus

componentes.
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2. Identificar os fatores ambientais independentemente associados a SM na populagdo
menonita brasileira.

3. Investigar a possivel associagdo entre variantes do gene FKBP35 e a SM, na populagédo
menonita brasileira.

4. Identificar se ha associag@o entre hapldtipos das variantes investigadas do gene
FKBP5 e a SM, na populagdo menonita brasileira.

5. Avaliar se ha associacdo entre os niveis de metilagio do DNA em sitios CpG
localizados nos introns dois e sete € a SM, na populagcdo menonita brasileira.

6. Investigar se ha associagdo entre a expressdo plasmatica de FKBPS e a SM, na populagdo

menonita brasileira.

3 DESCRICAO DOS CAPITULOS

Esta dissertagdo estd organizada em dois capitulos. O primeiro capitulo compreende
uma revisdo bibliografica acerca da SM, do gene FKBP5 e da populagdo menonita. Este
capitulo visa destacar as evidéncias do envolvimento do FKBP5 na resposta ao estresse € na
regulacdo metabolica, assim como o possivel impacto de alteragdes genéticas e/ou epigenéticas
na susceptibilidade a distirbios metabolicos relacionado ao estresse, especialmente a SM e seus
componentes.

O segundo capitulo é composto por um artigo cientifico intitulado “Lack of association
between the FKBP5 gene and Metabolic Syndrome: (epi)genetic evidence in the Mennonite
population”, onde sdo abordados os elementos textuais obrigatorios da dissertagdo: “materiais
e métodos” e “resultados e discussdo”. Esse artigo consiste em um estudo de associagdo
genética entre o FKBP5 e a SM, no qual foram analisadas variantes, niveis de metilagdo de
sitios CpG previamente associados a desregulacio do eixo HPA ou fatores de risco para SM e

a expressdo de FKBPS.
4 CAPITULO 1 - REVISAO BILBIOGRAFICA
4.1 SINDROME METABOLICA
A SM ¢ um disturbio complexo, caracterizado por um conjunto de fatores de risco

cardiovascular, que incluem resisténcia a insulina, triglicerideos elevados, colesterol HDL

reduzido, obesidade abdominal e hipertensio (NEGRAO et al., 2005).
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4.1.1 Definigdo

Desde a sua descrigdo, inumeros critérios diagnosticos tém sido propostos. A I Diretriz
Brasileira de Diagnoéstico e Tratamento da Sindrome Metabdlica (I-DBSM) recomenda a
utilizagdo do critério estabelecido pela National Cholesterol Education Program’s Adult
Treatment Panel III (NCEP-ATP IIT) (NEGRAO et al., 2005). No entanto, em 2009 uma
reunido entre importantes organizagdes' foi realizada com objetivo de unificar os critérios
adotados. Essa reunido resultou em uma proposta conhecida como Joint Interim Statement
(JIS), que estabelece que ao menos 3 dos cinco critérios devem estar presentes, para o
diagnéstico (QUADRO 1) (ALBERTI et al., 2009). Esse critério mostra-se mais sensivel na
identificacdo de pré-diabetes, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e DCV, sendo recomendado para
o diagnoéstico na atengdo primaria em saude na populagio brasileira (DO VALE MOREIRA et
al., 2020).

QUADRO 1 - Comparagdo entre critérios diagnésticos de SM.

Critério Diagndstico
Componentes
NCEP-ATP 111 JIS
Circunferéncia de cintura
Homens > 102 cm Varidvel
Mulheres > 88 cm Varidvel
Triglicerideos > 150 mg/dL > 150 mg/dL ®
HDL Colesterol
Homens <40 mg/dL <40 mg/dL *
Mulheres <50 mg/dL. <50 mg/dL *
Pressdo arterial
Sistélica e/ou > 130 mmHg > 130 mmHg ®
Diastélica > 85 mmHg > 85 mmHg ®
Glicemia de jejum > 110 mg/dL > 100 mg/dL *

FONTE: adaptado de Alberti et al. (2009); Negrdo et al. (2005).

® Tratamento medicamentoso sdo indicagées alternativas para SM.

" International Diabetes Federation; National Heart, Lung, and Blood Institute; American Heart Association;
World Heart Federation; International Atherosclerosis Society; and International Association for the Study of

Obesity.
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Embora critérios comumente acordados sejam fundamentais para comparagdes e
compreensdo da etiologia da SM, Alberti e colaboradores (2009) destacam que o risco
associado entre a circunferéncia de cintura (CC) e os demais componentes da SM, DM2 e DCV
difere entre etnias. Isso ressalta a necessidade de conduzir estudos prospectivos que visem
estabelecer valores de referéncia mais precisos. Para determinadas popula¢des, como as de
origem europeia, esses valores estio bem definidos pela literatura, tendo como critério

estabelecido CC > 94 cm para homens e CC > 80 cm para mulheres (ALBERTT et al., 2009).

4.1.2 Epidemiologia

A prevaléncia da SM vem crescendo ao longo dos anos. Estima-se que 25% da
populag@o mundial seja afetada pela SM, com variagdes entre 12.5% (NCEP-ATP III) e 31.4%
(JIS) (NOUBIAP et al., 2022; SAKLAYEN, 2018). No Brasil, a prevaléncia observada supera
as estimativas globais, chegando a 36.1% de acordo com o JIS, e tendo a CC como o
componente individual mais frequente (DE SIQUEIRA VALADARES et al., 2022; DO VALE
MOREIRA et al., 2020). Contudo, uma alta heterogeneidade nas estimativas de prevaléncia ¢
observada, sugerindo que, além do critério diagndstico adotado, ocorra a influéncia de fatores
especificos de cada populagdo, incluindo a variabilidade demografica e socioeconémica, assim
como fatores genéticos e culturais (DE SIQUEIRA VALADARES et al., 2022; NOUBIAP et
al., 2022; SAKLAYEN, 2018).

4.1.3 Ltiopatogenia

A SM ¢ uma condi¢do multifatorial que resulta de uma complexa intera¢do entre
fatores genéticos, epigenéticos e ambientais (FAHED et al., 2022). Embora os mecanismos
envolvidos ndo sejam completamente compreendidos, seus componentes ocorrem juntos com
maior frequéncia do que seria esperado se fossem processos independentes. Isso resulta em um
aumento do risco cardiovascular que supera a soma dos riscos associados a cada componente,
isoladamente (GAMI et al., 2007, LANKTREE; HEGELE, 2017). Além dos riscos
cardiovasculares, a SM esta associada a um aumento na suscetibilidade a outras doengas, como
o cancer, doengas respiratorias e digestivas (BELLADELLI; MONTORSI; MARTINI, 2022;
WU etal., 2022).
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4.1.3.1 Fatores ambientais

Hébitos alimentares inadequados e um estilo de vida sedentario promovem a obesidade
abdominal e desempenham um papel critico no desenvolvimento da SM. O tecido adiposo ¢
um orgdo endderino, produtor de adipocinas, proteinas importantes na fisiopatologia da
resisténcia a insulina (RI) e na inflamagao cronica, duas condi¢des presentes em individuos com
SM (FAHED et al., 2022).

Outros fatores, como estresse, desregulacdo do eixo HPA, e psicopatologias também
representam fatores de risco para SM (JANSSEN, 2022; KASSI et al., 2011, ZHANG et al,,
2021). Diversos transtornos psiquiatricos estdo associados a SM e a mortalidade prematura
decorrente de DCVs. Entre os fatores envolvidos, estdo os medicamentos psicotropicos, habitos
de vida pouco saudaveis e uma baixa adesdo aos tratamentos, comuns nesses pacientes. Além
disso, a desregulagdo do eixo HPA e da resposta inflamatoria observadas em pacientes
psiquiatricos, também estdo associadas a SM. A comorbidade entre a SM e psicopatologias
pode ser parcialmente atribuida a uma vulnerabilidade genética compartilhada. Diferentes
sistemas de homeostase interagem de forma bidirecional, tanto em rela¢do a saude psiquiatrica
quanto a saude fisica, de forma que uma desregulagdo nestes sistemas pode contribuir para
comorbidade observada (OTTESEN et al., 2020; PENNINX; LANGE, 2018).

O estresse também ¢ reconhecido como um fator de risco para a SM e pode ser definido
como um conjunto de alteracdes fisiologicas e comportamentais em resposta a um agente
estressor de natureza fisica, quimica ou emocional, que altera a homeostase do organismo
(CHROUSQOS, 2009). As associagdes entre o estresse e a SM estdo potencialmente relacionadas
a ativagdo cronica do eixo HPA (ANAGNOSTIS et al., 2009; KIVIMAKI; STEPTOE, 2018).
Um estudo de coorte prospectivo, realizado com mais de 10 mil individuos ao longo de 14 anos,
demonstrou que o estresse cronico no trabalho dobrou a probabilidade de desenvolver SM
(CHANDOLA; BRUNNER; MARMOT, 2006). Corroborando esses resultados, uma meta-
analise demonstrou que o estresse psicoldgico, em especial o estresse ocupacional, aumentam
o risco de desenvolver SM. Esses resultados destacam que estratégias de prevencdo que
negligenciam o estresse podem ser menos eficazes (KUO et al., 2019).

As relagOes entre estresse e a desregulacdo metabdlica na vida adulta também podem
ser influenciadas por eventos traumaticos ou condigdes adversas durante o desenvolvimento
pré-natal, infancia e adolescéncia. Esses periodos de desenvolvimento sdo mais vulneraveis ao
estresse, e possuem o potencial de provocar alteragdes permanentes no funcionamento eixo

HPA (AGORASTOS et al., 2019). Individuos expostos ao estresse materno, nascimento
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prematuro, baixo peso ao nascer, fome, bem como a exposi¢do ao abuso fisico ou emocional na
infancia também apresentam uma maior susceptibilidade a SM (EBERLE et al., 2021; LEE;
TSENKOVA; CARR, 2014; LIAO; DENG; ZHAO, 2020; YAO et al., 2022).

4.1.3.2 Fatores genéticos e epigenéticos

Estudos de herdabilidade conduzidos em familias e coortes populacionais, embora
variem, evidenciam a influéncia genética na suscetibilidade a SM (BELLIA et al., 2009;
GRAZIANO et al., 2019; VAN DONGEN et al., 2013).

Mais de 200 genes envolvidos em vias metabolicas relevantes para SM ja foram
identificados por meio de estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS). Contudo, poucas
variantes estdo associadas a mais de dois de seus componentes (LANKTREE; HEGELE, 2017).
Entre esses genes, esta o NR3C [ (nuclear receptor subfamily 3 group C member 1), que ja foi
associado a obesidade, hipertensdo e resisténcia a insulina (MOTAVALLI et al., 2021; YAN et
al., 2014). No entanto, as variantes genéticas identificadas até o momento explicam apenas uma
fragdo da variancia observada e do risco de desenvolver SM, sugerindo a provavel influéncia
de outros mecanismos, como variantes raras e fatores epigenéticos (IZQUIERDO,
CRUIJEIRAS, 2019; LANKTREE; HEGELE, 2017). Um dos sitios de metilagdo do gene
TXNIP (thioredoxin interacting protein), por exemplo, foi encontrado associado com os
parametros diagnosticos da SM, com excegdo dos niveis baixos de HDL (NUOTIO et al., 2020).

A regulacdo epigenética da expressdo génica atua mediando a interagdo entre
componentes genéticos e a resposta a estimulos ambientais. Isso ocorre por meio de alteragdes
quimicas na molécula de DNA ou nos nucleossomos (octameros de histonas), que regulam a
estrutura da cromatina, sem alteragdes da sequéncia de DNA em si. Entre os principais
mecanismos epigenéticos estdo metilagdo de DNA, modificagdo de histonas € os RNAs néo
codificantes (CAVALLI, HEARD, 2019; LIND; SPAGOPOULOU, 2018; STANCAKOVA;
LAAKSO, 2014). Eventos no periodo pré-natal e no inicio da vida sdo periodos do
desenvolvimento em que a programagao epigenética € mais sensivel a influéncias ambientais.
Apesar disso, o acumulo de experiéncias ao longo da vida também pode alterar o epigenoma
(SEGAL et al., 2017).

A metilagdo do DNA esta entre os mecanismos mais estudados e consiste na adig¢do de
um radical metil (CH3) por DNA metiltransferases no carbono cinco das citosinas que
precedem guaninas (CpG) no sentido 5°-3° (KIM; COSTELLO, 2017). Além dos fatores

ambientais, o contexto genético também ¢ capaz de influenciar padrdes epigenéticos. Entre os
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mecanismos propostos estd o potencial de determinadas variantes modificarem a acessibilidade
ou a afinidade de enzimas relacionadas ao estado de metilagdo (VILLICANA; BELL, 2021;
ZANNAS et al., 2016). Klengel et al. (2013) demonstraram que a presenca de um alelo de risco
somado a exposi¢do ao estresse precoce pode alterar o padrdo de metilagdo de sitios CpG e
influenciar a expressdo génica de FKBPS.

Recentemente, o gene FKBP5 tem surgido como um potencial fator chave nas
associagdes observadas entre o estresse e disturbios metabolicos, incluindo a SM (HAUSL et
al., 2019; WOMERSLEY et al., 2022). Esse gene codifica a proteina de ligagdo FKBPS,
importante na modulag@o da resposta ao estresse (BINDER, 2009). Para compreender como a
regulacdo intracelular da sensibilidade do GR mediada por FKBPS5 afeta o metabolismo ¢ a
resposta ao estresse no nivel do organismo, € importante revisar o funcionamento do eixo HPA

e sua relagdo com a SM e seus componentes.

4.2 O EIXO HPA

4.2.1 Regulagdo do eixo HPA e o papel do FKBP5

O eixo HPA desempenha um papel crucial na resposta ao estresse, regulando a
producdo de glicocorticoides (GC) pela glandula adrenal. Esses hormdnios estdo envolvidos
em diversos processos metabolicos e atuam por meio de receptores intracelulares, modulando
a expressdo génica (TIMMERMANS; SOUFFRIAU; LIBERT, 2019)..

Em resposta a eventos estressores, o eixo HPA ¢ ativado através de neurdnios
neurossecretores localizados no nucleo paraventricular do hipotdlamo (PVN). Esses neurdnios
sintetizam o hormonio liberador de corticotropina (CRH), que ¢ transportado para a glandula
pituitaria (hipdfise) por meio do sistema porta-hipofisario, um conjunto de vasos sanguineos
conectados ao hipotdlamo. Na pituitaria, o CRH desencadeia a liberagdo do hormonio
adrenocorticotropico (ACTH) na corrente sanguinea, estimulando a sintese e a secrecdo GC

(cortisol) pelo cortex adrenal (ARGENTIERI et al., 2017; HERMAN et al., 2016).
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FIGURA 1 - Eixo Hipotdlamo-Pituitaria-Adrenal
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FONTE: Adaptado de ARGENTIERI et al. (2017).

LEGENDA: Ativagdo do cixo HPA em resposta a eventos estressores,
desencadeando a produgdo de glicocorticoides (cortisol) ¢ seu feedback negativo
mediado pelos glicocorticoides. ACTH = horménio adrenocorticotrofico, AVP =

arginina vasopressina, CRH = corticotropina, GCs = glicocorticoides.

Tanto a intensidade, quanto a dura¢do dos estimulos estressores, influenciam a
liberagdo dos GC. Essa liberagdo ¢ controlada por um mecanismo de retroalimentagdo negativo,
através do qual os GC se ligam aos GR na glandula pituitaria, hipotalamo e hipocampo e
regulam a producdo de CRH e ACTH (ARGENTIERI et al., 2017; HERMAN et al., 2016).

O GR e os receptores de mineralocorticoides (MR) s@o receptores intracelulares por
meio dos quais os GC se ligam para exercer suas fun¢des. Os GC possuem maior afinidade aos
MR, fundamentais na regula¢io das atividades basais do eixo HPA (HERMAN et al., 2016).
No entanto, quando os niveis de GC estdo elevados, o cortisol se liga ao GR e promove a
substituig¢do da proteina FKBP5 por FKBP4 (HERMAN et al., 2016). Isso altera a conformagao
do complexo GR e possibilita a sua translocagdo para o nucleo, onde o complexo atua
modulando a expressdo génica. Mediada por GREs, a liberagdo do cortisol aumenta a

transcri¢do do préprio FKBPS5. No citoplasma, FKBP5 compete com FKBP4 pela ligacdo ao
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complexo GR, e quando ligado, inibe sua atividade ao reduzir sua afinidade ao cortisol,
formando um mecanismo intracelular de retroalimentac@o negativo (Figura 1). Assim, o FKBPS
reduz a sensibilidade sistémica ao cortisol e limita a regulagdo do mecanismo de
retroalimentagdo negativo exercido pelo GR, no funcionamento do eixo HPA (CRIADO-
MARRERO et al., 2018; ZANNAS et al., 2016). No nucleo, o complexo GR se liga aos GREs
e regula expressdo genica. Ao interagir com outros fatores de transcri¢do, como o fator nuclear
kappa-B (NF-xB), o complexo GR também pode reprimir a transcri¢do de genes que codificam
proteinas imunossupressoras e proinflamatorias (ARGENTIERI et al., 2017; HERMAN et al.,
2016; TIMMERMANS; SOUFFRIAU; LIBERT, 2019)

FIGURA 2 - Indugio de FKBP5 mediado por glicocorticoides ¢ o mecanismo
intracelular de retroalimentagio negativo.

TR
‘fﬁ“‘“ Vias moleculares
", Sinalizagao por GR | Atividade MRIPR
b Resisténci » D lacio HPA | Sinalizagdo GSK3p
aoGR o ¥ 9 1 sinalizagdo Akt

T sinalizagdo NF-kB
T Autofagia
Y T Tau Téxica

/ f&}‘ — &% ,/’ /
§ 5

g &
G ~ gf{b
Ao T »ﬂ
PRRRARNNIIERG, P

n
LN
R RNV

AT,
POdERS S et
& S

e
r*'
Interag”ao com outros fatores de transcrigao =

f-‘;
€
2 - o
<}.° Aen, 3;‘ N
$ ST, .
RARRREY NG,
e T B

2

RN
1
] . M (
-~ QO e Q) e U o <
Cortisol GR FKBP5 FKBP4 HSP90 Co-chaperonas GRE Metilagdo pojimerasen Alelo protetivo/ DNA MRNA
CpG De risco y

FONTE.: Adaptado de Zannas et al. (2016).

LEGENDA: Os glicocorticoides entram no citoplasma (a) ¢ ativam o complexo
receptor de glicocorticoide (GR). A ligagdo do FKBPS ao complexo reduz a afinidade
dos glicocorticoides pelo GR ¢ retarda a translocagdo do GR para o niicleo. No
entanto, a troca de FKBP5 por FKBP4 (b) resulta na translocagdo de GR para o nicleo
(c). O GR pode interagir como um mondémero com outros fatores de transcri¢do (d)
ou formar um homodimero que se liga a0 DNA em eclementos de resposta aos
glicocorticoides. Em geral, as fungdes do GR resultam na transativagio ou
transrepressdo de muitos genes. O gene FKBPS ¢ altamente responsivo ao GR, mas a
responsividade depende dos polimorfismos do FKBP5 ¢ do estado de metilagio ().
O mRNA de FKBP5 sintetizado ¢ translocado para o citoplasma (f) onde ¢ traduzido
na proteina FKBP5. O FKBP5 entdo inibe a atividade do GR ndo apenas formando
um mecanismo intracelular de retroalimentagdo negativa da sinalizagdo do GR, mas
também modulando outras vias biologicas (g).
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Variantes genéticas e padrdes epigenéticos com o potencial de alterar a expressdo de
genes envolvidos na regulacdo do eixo HPA podem consequentemente afetar seu
funcionamento e desempenhar um papel em doengas metabodlicas, destacando a importancia do
reestabelecimento da homeostase para saude do organismo (GRAGNOLI, 2014). No caso do
FKBP5, variantes genéticas e estados de metilagdo influenciados por eventos estressores ja
foram associados a alteragcdes na sua transcricdo e na expressdo de FKBPS, afetando a
sensibilidade do GR ao cortisol e consequentemente, o funcionamento do eixo HPA (ZANNAS

et al., 2016).

4.2.2 O eixo HPA e a Sindrome Metabolica

Alteracdes na sensibilidade aos GC, acompanhadas por efeitos sistémicos do cortisol,
sdo frequentemente observadas em pacientes com distirbios relacionados ao estresse, incluindo
a SM. A ativacgdo inadequada ou prolongada do eixo HPA estd associada ndo s6 a SM, mas a
uma série de problemas de saude, incluindo obesidade, DM2, DCV, desordens mentais e maior
susceptibilidade a infec¢des, destacando a importancia dos mecanismos de feedback negativo
para manutenc¢do da homeostase do organismo (CHROUSOS, 2009; RUSSELL; LIGHTMAN,
2019).

Em resposta ao estresse cronico, a ativagdo do eixo HPA pode se manifestar de
diversas maneiras, incluindo hipersecrecdo basal de cortisol, respostas sensibilizadas ao
estresse e exaustdo adrenal. A forma de manifestacdo depende de fatores como a cronicidade,
intensidade, frequéncia e tipo de estressor (HERMAN et al, 2016).

A hiperativagdo do eixo HPA pode afetar a sensibilidade a insulina e alterar o
metabolismo da glicose. Além disso, mediada pelo cortisol pode contribuir para o acimulo de
gordura, especialmente no tecido adiposo abdominal, caracterizado por uma alta densidade de
GR. Niveis elevados de cortisol também induzem a sintese de lipoproteina de baixa densidade
(LDL), podendo levar a hipertrigliceridemia (PENNINX; LANGE, 2018).

Em individuos com SM, apesar da hiperatividade do eixo HPA e do aumento na
producdo diaria de cortisol, inconsisténcias sdo observadas em estudos que buscam associagdes
com os niveis de cortisol. No entanto, cabe destacar que inimeras diferengas metodoldgicas
estdo presentes, incluindo o tipo de amostra biologica (sangue, saliva, cabelo), o momento da
coleta, o uso de medicamentos, e uma série de outros fatores que influenciam a atividade do

eixo HPA (GARCEZ et al., 2018; JANSSEN, 2022).
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Além disso, dados recentes sugerem que individuos com SM geralmente apresentam
niveis normais de cortisol no sangue devido ao aumento da sua depuragdo. A hiperinsulinemia,
fator associado a SM, reduz a atividade inibitéria que o hipocampo exerce sobre o eixo HPA e
altera o ponto de ajuste homeostatico do eixo, aumentando a secre¢io diaria de cortisol. Fatores
como dieta ocidental, predisposicdo genética e programagdo fetal podem levar a
hiperinsulinemia cronica. Essa condi¢do reduz a produg@o da globulina ligadora do cortisol e
aumenta a depurag@o do cortisol plasméatico, podendo afetar o mecanismo de retroalimentagdo
negativo do eixo HPA. Além disso, pode ocorrer um aumento na disponibilidade de cortisol
ativo nos tecidos periféricos. O cortisol estimula a expressdo de 11B-HSDI1 (118-
hidroxiesteroide desidrogenase tipo 1), que atua convertendo cortisona em cortisol ativo.
Adipocitos viscerais convertem mais cortisona e possuem mais receptores de cortisol do que os
adipocitos subcutineos, sendo expostos a niveis mais elevados de cortisol do que os
encontrados na corrente sanguinea. A interagdo entre GCs e insulina induzem diferenciagdo e
proliferagdo de células de gordura no tecido adiposo visceral e podem contribuir para
adiposidade central. Dessa forma, a hiperinsulinemia cronica pode levar ao "hipercortisolismo
funcional", uma resposta protetora que, ao antagonizar a insulina, evita a hipoglicemia e a
superestimulagdo dos tecidos-alvo, evitando lesdes metabolicas. O cortisol além de suprimir a
liberag@o de insulina e induzir a produgdo de glicose, pode prejudicar a sinaliza¢io do receptor
de insulina, levando a RI. Dessa forma, os efeitos sinérgicos da hiperinsulinemia e do
“hipercortisolismo funcional” promovem a tanto a obesidade visceral abdominal, quanto a RI,
os dois principais componentes fisiopatologicos da SM ( revisto por JANSSEN, 2022).

A hiperinsulinemia também pode estimular a proliferagio celular adrenal
(TSATSOULIS, 2018). O aumento das glandulas adrenais em individuos com pré-diabetes e
diabetes pode indicar uma disfun¢do no metabolismo da glicose e do eixo HPA (ASKANI et
al., 2022). O volume das glandulas adrenais € considerado um indicador da atividade do eixo
HPA e reflete a exposi¢do cronica ao cortisol (GOLDEN et al, 2011). Camundongos
submetidos a estresse cronico mostram um aumento das glandulas adrenais, assim como da
transcri¢do e expressdao hipotalamica de FKBPS (WEGNER et al., 2020). Werdermann et al.
(2021) demostraram in vitro que altos niveis de insulina aumentam a proliferagdo e
diferenciagdo de células progenitoras hipofisarias e adrenais de camundongos, o que leva essas
células a um estado hiperfuncional e aumenta a produ¢do de GCs. Demonstraram ainda que
animais obesos apresentam um eixo HPA hiperativo, o que leva a hiperplasia adrenal. Os
autores sugerem que estes resultados podem explicar como o stress no inicio da vida pode

aumentar o risco de desenvolver SM na idade adulta (WERDERMANN et al., 2021).
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Evidéncias crescentes sugerem que o gene FKBP5 influencia a susceptibilidade a
disturbios metabolicos relacionados ao estresse, incluindo a SM. De fato, ao modular o eixo
HPA e diversos processos metabdlicos, uma desregulacio da expressdo de FKBPS pode resultar
em alteragdes metabolicas que caracterizam a SM (HAUSL et al., 2019; WOMERSLEY et al.,
2022).

4.3 FKBPS5

4.3.1 Estrutura e fungdo

O gene FKBP5 foi descrito pela primeira vez, em 1997 (NAIR et al., 1997) e esta
localizado no brago curto do cromossomo 6 (6p21.31), coordenada gendomica GRCh38 6:
35,573,585-35,728,583, na fita reversa (NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2021). Possui 13 exons, que formam 4 transcritos, dos quais o
ENST00000357266.8 ¢ o mais expresso (Figura 2) (GENOTYPE-TISSUE EXPRESSION
PROJECT, 2021). Com excegdo do transcrito ENST00000542713.1, que codifica uma proteina
com 268 aminoacidos (aa), os demais codificam a mesma proteina, com 457 aa. Além disso, o
transcrito £LNST00000536438.5 possui uma regido 5° UTR mais extensa que os demais (HOWE
etal., 2021).

FIGURA 3 - Expressdo ¢ transcritos do gene FKBPS.
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FONTE: Adaptado de GTEx. Imagem disponivel em https://gtexportal. org/home/gene/FKBPS.

LEGENDA: (A) Expressao das isoformas de FKBPS5 em diferentes tecidos, quanto mais escura a tonalidade de
azul, maior a contagem de leituras no sequenciamento de RNASeq. Em verde, a glandula adrenal, cujo padrio de
expressdo ¢ agrupado hierarquicamente com o padrdo encontrado no sangue (em rosa). (B) Os transcritos sdo
representados com retAngulos para os exons ¢ linhas para os introns, sendo que a parte mais escura dos retingulos
representa a regifdo codificante de proteina.

A transcri¢do do FKBP5 ¢ mediada por GREs distribuidos a montante do promotor e
nos introns dois, cinco e sete (PAAKINAHO et al., 2010). A expressdo varia em diferentes
tecidos, sendo mais elevada em tecidos metabolicamente ativos, como os musculos e o tecido
adiposo. Ao nivel celular, os niveis mais altos de expressdo ocorrem nos adipocitos
(GENOTYPE-TISSUE EXPRESSION PROJECT, 2021, ZANNAS et al., 2016). Nestas
células, a exposi¢do a dexametasona, um GC sintético, € capaz de promover um aumento na
transcrigdo e expressdo de FKBPS (PEREIRA et al., 2014).

A proteina FKBPS, codificada pelo gene FKBP5, regula inumeros processos
bioldgicos, incluindo a atividade transcricional, conformagao de proteinas, trafego de proteinas,
diferenciagdo celular e apoptose (ZGAJNAR et al., 2019). Pertencente a familia da
imunofilinas, proteinas caracterizadas por sua capacidade de ligacdo a drogas
imunossupressoras, como a FK506 (Tacrolimo), o FKBPS possui trés dominios funcionais. O
dominio FK1 esta localizado na por¢do N-terminal da proteina, e ¢ onde ocorre a ligacdo dos
imunossupressores. Adicionalmente, esse dominio confere a atividade de peptidil-prolil cis-
trans isomerase (PPlase), que promove a alteragdo na conformagdo de proteinas, como ocorre
com o GR, alterando sua afinidade aos GC, e consequentemente modulando sua fun¢do. O
dominio FK2 supostamente originou-se de um evento de duplicagdo, ndo se liga a drogas
imunossupressoras e perdeu sua atividade de PPiase. Por fim, o dominio TPR (repeti¢des de
tetratricopeptideo), localizado na porgdo C-terminal, promove interagdes entre proteinas,
especialmente Hsp90 (heat shock protein 90), tacilitando a ligagdo a proteinas-alvo e regulando
suas fungdes biologicas (FRIES; GASSEN; REIN, 2017; SINARS et al., 2003; ZGAJNAR et
al., 2019).

A fungdo do FKBPS5 foi descrita inicialmente em primatas do Novo Mundo, que apesar
dos altos niveis de GC circulantes geralmente n3o apresentam sintomas associados. Isso foi

atribuido a baixa afinidade do cortisol ao GR (resisténcia), mediada por altos niveis de FKBPS
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(SCAMMELL et al., 2001). De fato, ao regular a sensibilidade do GR e restringir a atividade
do eixo HPA, o FKBPS5 tem o potencial de modular a ag¢éo dos glicocorticoides, que por meio

de seus efeitos pleiotropicos afetam diferentes tecidos (ZANNAS et al., 2016).

4.3.2 Desregulacdo do FKBPS5 e sua influéncia na resposta ao estresse

O gene FKBP5 ¢ regulado por interagcdes entre fatores ambientais e variantes
genéticas, traduzidas em mecanismos epigenéticos. Determinadas intera¢des podem resultar em
um aumento na transcri¢do e na expressdo de FKBPS e contribuir para disfungdes do eixo HPA
e disturbios metabolicos (ZANNAS et al., 2016).

Entre os polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs) mais estudados de FKBPS,
destaca-se o rs1360780. Localizado no intron dois, esse SNP esta associado a um aumento na
expressao de FKBPS, mediado pelo alelo funcional rs/360780*4 (BINDER et al., 2004). Esse
alelo altera a conformag¢do da cromatina em uma regido que contém GREs e possibilita a
interagdo de proteinas reguladoras com o sitio de inicio de transcri¢do, aumentando a
transcricdo de FKBP5 (KLENGEL et al., 2013).

O aumento nos niveis de FKBPS5 reduz a sensibilidade do GR, prejudicando o
mecanismo de retroalimenta¢do negativo do eixo HPA. Embora o rs1360780 ndo esteja
associado aos niveis basais de cortisol, portadores do alelo 4 apresentam resisténcia ao GR,
evidenciada por um aumento acentuado e prolongado do cortisol plasmatico em resposta ao
estresse psicossocial (BUCHMANN et al., 2014; HOHNE et al., 2014; ISING et al., 2008). Por
outro lado, homozigotos /G submetidos ao estresse psicossocial, apresentam um aumento na
expressdo de FKBP5 em relagdo aos portadores do alelo 4 e uma recuperagdo mais rapida dos
niveis de cortisol (BUCHMANN et al., 2014). Essa recuperagdo também foi observada em
portadores do alelo G, apos tratamento oral com dexametasona (TOUMA et al., 2011). Esses
resultados indicam que o gendtipo G/G esta associado a uma resposta adequada a estimulos
estressores (HOHNE et al.,, 2014), enquanto o alelo A reduz a supressio do eixo HPA,
provavelmente devido a influéncia dos niveis de FKBPS na sensibilidade do GR. Assim,
portadores dessa variante podem apresentar niveis cronicamente elevados de cortisol, se
frequentemente expostos ao estresse, o que representa um fator de risco para inumeras doengas
(ISING et al., 2008).

Experiéncias adversas na infancia (ACE, do inglés Adverse Childhood Experiences)
também estdo associadas a expressdo de FKBP35, assim como a alteragdes epigenéticas, ao

funcionamento eixo HPA e a SM (AGORASTOS et al., 2019; KLENGEL et al., 2013; LEE;
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TSENKOVA; CARR, 2014; LIAO; DENG,; ZHAO, 2020, YAO et al., 2022). Yeo e
colaboradores (2017) identificaram uma influéncia do alelo de risco rs/360780*4 apenas em
individuos com historico de trauma na infancia, bem como diagnéstico de dependéncia de
substancias ou comportamento suicida (childhood trauma positive ou CT+). Portadores do
rs1360780*%4 CT+, apresentaram uma expressao reduzida de FKBP5 ap6s estimulo do GR, em
rela¢do aos individuos homozigotos G/G CT+, sugerindo uma resposta atenuada do mecanismo
de retroalimentag@o negativo (YEO et al., 2017). Embora adversidades na infancia ndo tenham
sido associadas a expressdo basal de FKBP5 (BUSTAMANTE et al.,, 2018; RAMO-
FERNANDEZ et al., 2015), os pacientes CT+ apresentaram uma correlagio negativa entre a
expressdo basal e o aumento da altera¢do na expressdo apos estimulo do GR. Isso nédo foi
observado nos controles, possivelmente devido a menor expressdo basal. Esses resultados
sugerem que individuos CT+ ja alcangaram o maximo de eleva¢do compensatoria na expressao
de FKBPS5 e apresentam maior vulnerabilidade ao estresse (YEO et al., 2017).

O polimorfismo 51360780 *4 interage com mudancas na metilagdo do DNA induzidas
pelo ambiente, resultando em uma altera¢do no padréo de expressdo génica. Essas modificagdes
epigenéticas podem explicar o aumento da suscetibilidade a distarbios relacionados ao estresse
em portadores do desse alelo. A presenca do alelo rs/360780*4 somada a exposi¢do excessiva
ao cortisol em resposta ao trauma infantil, incluindo abuso fisico e sexual, reduzem a metilagdo
de sitios CpG localizados no intron sete (KLENGEL et al., 2013; YEHUDA et al., 2016; YEO
et al., 2017). Embora estudos in vitro e in vivo ndo tenham identificado efeitos da metilagdo
desses sitios CpG na expressdo basal de FKBP5, um aumento na expressao ocorre mediada pela
exposicdo aos GCs (ativagdo do GR) (BIERER et al, 2020; KLENGEL et al., 2013;
KLINGER-KONIG et al., 2019; RAMO-FERNANDEZ et al., 2015). Em monécitos do sangue
periférico, a metilagdo no intron sete foi correlacionada com a resisténcia do GR, sendo mais
evidente em portadores do alelo de risco rs/360780*4 (KLENGEL et al., 2013). Evidéncias
também sugerem a ocorréncia de alteracdes epigenéticas intergeracionais em sitios CpGs
localizados no intron sete. Enquanto os sobreviventes do holocausto apresentaram niveis
aumentados de metilagdo, seus descendentes apresentam niveis reduzidos, o que foi
particularmente evidente em filhos de mées que foram expostas a este trauma quando ainda
eram criangas. Além disso, a metilagdo média do intron sete foi negativamente correlacionada
aos niveis basais de cortisol, ao declinio do cortisol apos exposi¢do oral a dexametasona, e a
sensibilidade ao GR, indicando relevancia funcional dos niveis de metilagio (BIERER et al.,
2020; YEHUDA et al., 2016). Estes resultados sugerem que uma redu¢éo na metilagdo no intron

sete leva a uma expressdo mais acentuada de FKBPS5 em resposta a ativagdo do GR, o que



32

intensifica o mecanismo de retroalimentag@o negativo ultracurto e aumenta a resisténcia do GR.
Uma maior responsividade do FKBP5 pode alterar a regulagdo do sistema de resposta ao
estresse, bem como outros sistemas sensiveis ao GR, aumentando o risco de disturbios
psiquiatricos, imunologicos e metabolicos em individuos expostos a experiéncias adversas na
infancia (KLENGEL et al., 2013). Curiosamente, um estudo preliminar demonstrou que a
pratica de exercicios fisicos por trés meses pode induzir a hipermetilagdo de sitios CpGs
localizados no intron sete (WILLMER et al., 2022).

A metilagdo de outras regides de FKBP5 também esta associada a expressdo de
FKBP5. Fatores como o envelhecimento e o trauma infantil foram associados a uma redugéo
na metilagdo de sitios CpG localizados proximos ao local de inicio de transcrigdo em amostras
de sangue, aumentando a expressdo de FKBP5 e promovendo a inflamagao periférica mediada
pelo NF-xB. Experimentos com células imunes demostraram que a interagdo de NF-xB com o
FKBP5 estimula sua expressdo, formando um ciclo de retroalimentagcdo positivo, que
potencialmente contribui para estados proinflamatorios e risco cardiovascular elevado
(ZANNAS et al., 2019).

Uma importante limitagdo em estudos epigenéticos ¢ a diferengas dos padrdes de
metilagdo em diferentes tecidos. No entanto, experimentos in vifro demonstraram que os niveis
de metilagdo em CpGs localizados nos introns dois e sete de células progenitoras do hipocampo
humano foram comparaveis aos niveis observados em células do sangue periférico. Além disso,
a exposi¢do dessa linhagem celular a GC levou e uma redugdo da metilagdo dos mesmos sitios
CpGs localizados no intron sete, que apresentam alteragdes mediadas pela exposi¢do ao trauma
precoce no sangue (KLENGEL et al., 2013). Experimentos in vivo realizados com um modelo
de lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R) em camundongos, demostraram que esses individuos
apresentavam uma expressdo genica elevada tanto no plasma, quanto em tecidos cerebrais.
Além disso, houve uma correlagdo positiva entre os niveis de expressdo nos diferentes tecidos
(YU et al,, 2020).

Apesar do predominio de estudos relacionados ao rs1360780, o rs4713902 também foi
associado aos niveis de cortisol, com portadores do alelo G apresentando niveis basais mais
elevados (MAHON et al., 2013). Além disso, foi observado que individuos com doenga arterial
coronariana (CAD) apresentavam uma frequéncia mais elevada do alelo rs47/3902*G (WANG
et al., 2020). Outros mecanismos como os RNAs ndo codificantes também influenciam a
regulagdo do FKBP5 em resposta ao estresse. A interacdo do miRNA miR-320a com o alelo de
risco 3800373 *(C resulta no aumento da tradugdo de FKBP3, o que foi associado a dor cronica

pos-traumatica (LINNSTAEDT et al., 2018).
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Uma série de estudos desenvolvidos com modelos animais também destacam o
envolvimento do FKBPS5 na regulagido do eixo HPA. Os camundongos com dele¢do do FKBPS
(I’KBP5-KO) demonstraram uma redugdo nos pesos das glandulas adrenais e niveis basais
diminuidos de corticosterona, além de uma resposta reduzida a um estimulo agudo inédito e
uma recuperagdo aprimorada. Além disso, exibiram um comportamento de enfrentamento do
estresse mais ativo. Essas descobertas indicam a possibilidade de um aprimoramento no
mecanismo de retroalimentacdo negativo no eixo HPA dos camundongos FKBP5-KO,
potencialmente influenciado por uma maior sensibilidade do GR (HARTMANN et al., 2012).
Em camundongos submetidos a estresse cronico, também foi observado um aumento no peso
das glandulas adrenais, juntamente com um aumento na mRNA do FKBPS5 no hipotalamo
(WEGNER et al., 2020). Em camundongos um aumento mais proeminente da expressdo de
FKBP5 em resposta ao estresse € observada em regides do cérebro com niveis de expressao
basal mais baixos, como o PVN hipotalamico e amigdala central. Em contraste, o hipocampo,
uma regido com expressdo basal mais elevada, apresenta uma resposta atenuada. Esses
resultados sugerem que o estresse crénico pode induzir niveis elevados de FKBPS e reduzir a
sensibilidade do GR, potencialmente aumentando os niveis corticosteroides (SCHARF et al,
2011) . Hausl e colaboradores (2021) demostraram que uma superexpressdo de FKBP5 no PVN
de camundongos leva a uma hiperativacio crénica do eixo HPA. J4 camundongos com delegdo
para FKBP5 no PVN apresentaram um aumento da sensibilidade do GR e uma reagdo atenuada
do eixo HPA em resposta ao estresse de conten¢do, demonstrando a importancia do FKBPS no
PVN na resposta ao estresse (HAUSL et al., 2021).

Em camundongos (C57BL/6J), a exposi¢do cronica a CG (corticosterona) ocasiona um
aumento na expressdo de FKBP5 no hipocampo, hipotalamo e no sangue. Além disso, resultou
em uma diminui¢do na metilagdo de sitios CpG localizados no intron cinco, um intensificador
distal que contém dois GREs, observadas tanto no hipocampo (p = 0,004), quanto no
hipotdlamo (p = 0,003). Curiosamente, essas alteracdes persistiram apos um periodo de
recuperagdo de 4 semanas, durante o qual a exposi¢do corticosterona foi interrompida (LEE et
al., 2010).

Caracteristicas genéticas e epigenéticas que levam a um aumento na expressdo de
FKBP5 também estdo relacionados a disturbios metabdlicos, como a RI (HAUSL et al., 2019;
WOMERSLEY et al., 2022; ZANNAS et al, 2016).

4.3.3 FKBP35 e o metabolismo
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Estudos realizados em modelos animais destacam a relagdo de FKBP5 com o
metabolismo. Camundongos alimentados com dieta rica em gordura (HFD, do inglés high fat
diet) exibiram niveis elevados de FKBP5 no hipotalamo, os quais estavam correlacionados a
um aumento no ganho de peso corporal (BALSEVICH et al, 2014). Por outro lado,
camundongos FKBP5-KO no PVN, além de uma reagdo atenuada do eixo HPA em resposta ao
estresse, apresentaram peso corporal e adrenais menores (HAUSL et al., 2021). Camundongos
FKBP5-KO também sdo mais resistentes a adiposidade, esteatose hepatica, além de
apresentarem uma redugdo nos lipidios plasmaticos e uma melhor tolerdncia a glicose e a
insulina (BALSEVICH et al., 2017, STECHSCHULTE et al., 2016). Resultados semelhantes
em relagdo a regulacdo do peso corporal e tolerdncia a glicose foram observados por meio do
tratamento com SAFit2, um antagonista de FKBPS (BALSEVICH et al., 2017).

O FKBP5 também ¢ um importante regulador do PPARy (Receptor ativado por
proliferador de peroxissoma gama), uma proteina envolvida na adipogénese e lipogénese. Em
células 3T3-L1, ocorre um aumento da expressao de FKBPS durante a fase de diferencia¢do em
adipocitos, enquanto a delegdo de FKBP5 leva a redugdo no acumulo de lipideo e na expressao
de genes adipogénicos. Além disso, em fibroblastos embrionarios de camundongos (MEFs)
FKBP5-KO apresentam uma atividade reduzida de PPARy (STECHSCHULTE et al., 2014).
Em camundongos selvagens (WT, do inglés Wild type) a rosiglitazona, um agonista de PPARy,
induziu ganho de peso, aumento do tecido adiposo branco e expressdo de genes lipogénicos.
Em contraste, camundongos FKBP5-KO apresentaram resisténcia aos efeitos da rosiglitazona
(STECHSCHULTE et al., 2016).

Em humanos, a expressdo basal de FKBP5 no tecido adiposo subcutaneo (SAT) foi
positivamente associada ao didmetro dos adipdcitos subcutineos e inversamente correlacionado
a expressdo de genes lipoliticos, lipogénicos e adipogénicos, incluindo o PPARYy, sugerindo a
influéncia do FKBP35 na diferenciacdo dos adipocitos (PEREIRA et al., 2014; SIDIBEH et al
2018). Esses resultados apontam o FKBP5 como um potencial alvo terapéutico no tratamento
de obesidade e diabetes, ambos fatores associados a SM (BALSEVICH et al, 2017,
STECHSCHULTE et al., 2016).

O FKBP5 também esta relacionado a diversos fatores de risco e componentes da SM,
incluindo a RI, DM2, colesterol HDL, trigliceridemia e obesidade (FICHNA et al., 2018;
PEREIRA et al., 2014; SIDIBEH et al., 2018). No SAT, a expressdo basal de FKBP5 esta
inversamente correlacionada com o HDL plasmético e positivamente correlacionada com a
insulina sérica e a RI (PEREIRA et al., 2014). Além disso, expressdo de FKBP5 tende a ser

mais elevada em individuos com DM2, doenca associada tanto ao estresse, quanto a SM



35

(SIDIBEH et al., 2018). Tanto a exposi¢do do SAT a dexametasona quanto a uma maior
expressdo endogena do FKBP5 no tecido adiposo visceral (omental) reduzem os efeitos da
insulina, na captacio de glicose (PEREIRA et al., 2014; SIDIBEH et al., 2018). O efeito da
dexametasona na captacdo de glicose € parcialmente prevenido pelo inibidor de FKBPS SAFitl1,
indicando sua possivel influéncia na RI induzida por GC (SIDIBEH et al., 2018).

Variantes genéticas de FKBPS, associadas a alteragdes na expressdo de FKBPS,
também estdo relacionadas aos componentes da SM. O rs/360780*4 esta associado a RI,
hipertrigliceridemia e uma menor redugdo de peso apds a cirurgia bariatrica (FICHNA et al .,
2018; HARTMANN et al., 2016). Pereira et al. identificaram associagdes entre 12 SNPs de
FKBP5 e componentes da SM, como a DM2, niveis de glicose, HDL e triglicerideos (PEREIRA
etal., 2014). Desses o rs1334894, associado ao HDL, também j4 foi associado a doenga arterial
coronariana (VAN DER HARST; VERWEI], 2018) e o rs9394309, associado aos
triglicerideos, foi relacionado a valores de insulina mais altos em portadores do alelo menor (C)
expostos ao estresse precoce (SUAREZ et al., 2017).

Evidenciando a influéncia de intera¢des genéticas com o estresse precoce no risco de
distarbios metabolicos e apoiando o papel da desregulagdo do eixo HPA, os polimorfismos
rs1360780%A4, rs9394309*C e rs9470080*A4 foram associados a niveis elevados de insulina e a
uma maior probabilidade de apresentar glicose em jejum prejudicada na meia idade, quando
expostos ao estresse precoce (SUAREZ et al., 2017). Curiosamente, Lessard e Holman (2014)
demonstraram que na auséncia de estresse durante a infancia ou idade adulta, portar o alelo de
risco rs1360780*A ndo parece colocar os individuos em maior risco de desenvolver problemas
de saude.

J& estudos epigenéticos de FKBPS em humanos no contexto de disturbios metabolicos
sdo escassos. No entanto, em amostras de sangue de pacientes com DM2, a metilagdo no intron
dois foi positivamente associada a hemoglobina glicosilada (HbAlc), LDL, CC e o indice de
massa corporal (IMC) (ORTIZ et al., 2018).

Esses estudos evidenciam o papel do FKBP5 no metabolismo e sua influéncia na
resposta a estimulos ambientais, como estresse metabolico, estresse crénico ou trauma
psicologico. Dado a atuagdo dos GC via GR no controle do metabolismo de carboidratos,
proteinas e lipidios, e a influéncia da FKBPS5 na sensibilidade do GR, € plausivel sua influéncia
em distarbios metabdlicos. Além disso, os estudos recentes envolvendo os antagonistas de
FKBPS, como o SAFitl e o SAFit2 sugerem a possibilidade de um potencial terapéutico para

obesidade e diabetes resistente. No entanto, mais estudos sdo necessarios, especialmente em
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humanos, para esclarecer a influéncia do FKBP35 no metabolismo (SMEDLUND,; SANCHEZ;
HINDS, 2021).

4.4 ESTUDOS GENETICOS E EPIGENETICOS EM POPULACOES ISOLADAS

Apesar dos esforcos para identificar a base genética de doengas metabdlicas, a
interagdo com fatores ambientais representa um desafio. Altera¢des epigenéticas avangam no
campo dos biomarcadores, sendo potencialmente uteis no diagndstico precoce ou no
monitoramento de intervengdes no estilo de vida. No entanto, ha uma série de limitagdes,
incluindo o conhecimento incipiente sobre a complexidade do epigenoma. Amostras pequenas
ou heterogéneas e falta de validacdo entre coortes, sdo alguns dos problemas na identificagdo
de biomarcadores. Em estudos epigenéticos, achados discordantes podem resultar de fatores de
confusdo associados a composi¢do da coorte, bem como de diferentes parametros clinicos,
sendo imprescindivel a utiliza¢do de popula¢des bem definidas (BERDASCO; ESTELLER,
2019).

Estudar as intera¢des entre o ambiente e a regulacdo epigenética representa um desafio
devido aos inumeros fatores de confusdo envolvidos. Isso torna importante a identificagdo de
ligacdes diretas entre mudangas ambientais, metabolicas e componentes epigenéticos
(CAVALLI;, HEARD, 2019). Estudos em populacdes isoladas podem se beneficiar das
particularidades genéticas e da homogeneidade ambiental, através do compartilhamento de
habitos, inclusive alimentares (ARCOS-BURGOS; MUENKE, 2002). Populagdes isoladas
oferecem vantagens além da complexidade genética reduzida, uma vez que compartilham o
ambiente e habitos culturais. Logo, diferengas na dieta, exercicio, condigdes sanitarias e
exposi¢do a doengas infecciosas podem ser minimizadas (PELTONEN; PALOTIE; LANGE,
2000).

O estudo de populagdes fundadoras isoladas esta entre as abordagens empregadas em
analises que busquem avaliar as relagdes entre fatores ambientais e a epigenética, assim como
para mapear variantes associadas a doengas complexas. Populagdes isoladas e/ou submetidas a
eventos de gargalo de garrafa podem apresentar uma frequéncia mais elevada de variantes raras.
Como afirmado anteriormente, além da reduzida diversidade genética, esta estratégia pode se
beneficiar do compartilhamento de habitos, potencialmente reduzindo fatores de confusdo
associados aos fatores ambientais (ARCOS-BURGOS; MUENKE, 2002; CAVALLI; HEARD,
2019; LOPES et al., 2016). Neste contexto, a historia unica das populagdes Menonitas,
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caracterizada por efeitos fundadores e multiplos eventos de gargalos de garrafa, apresenta uma

oportunidade Unica para estudos genéticos (LOPES et al., 2016).

4.4.1 Populagdio Menonita

Os Menonitas constituem um grupo étnico-religioso pacifista que tem sua origem na
Suiga, em decorréncia do movimento anabatista que se seguiu a Reforma Protestante do século
XVI. Assim como os Amish e os Hutteritas, os Menonitas defendem a separagao entre o Estado
e a Igreja e compartilham o principio que o batismo sé deve ocorrer na fase adulta, quando o
individuo possui autonomia para decidir voluntariamente seguir os preceitos religiosos
(ORTON et al., 2008).

Em 1566, apds a morte de Menno Simons, fundador da igreja Menonita, os Menonitas
rapidamente se espalharam pela Holanda e Alemanha ocidental, se subdividindo em “Frisios”
e “Flamengos”. Apesar da coexisténcia, esses grupos permaneceram estritamente separados por
mais de dois séculos. Ao longo dos seus quase 500 anos de existéncia, a populagdo menonita
passou por ao menos trés eventos “gargalos de garrafa”. O primeiro ocorreu por volta de 1561
e foi impulsionado por uma intensa perseguicdo religiosa, levando os Menonitas a deixarem os
Paises Baixos em dire¢do a Prussia (Atual Polénia). Apos cerca de 200 anos de isolamento na
regido de Gdansk, a expansdo populacional e consequente escassez de terras deu inicio ao
segundo gargalo. No final do século XVIIIL, centenas de Menonitas aceitaram o convite da
czarina Catarina a Grande para ocupar a Ucrania, de onde se espalharam para diferentes regides
da Russia. Questdes sociais e politicas resultantes de Primeira Guerra Mundial e da Revolugéo
Russa deram origem ao terceiro gargalo, que foi acompanhada pela fome, epidemias de tifo,
perseguicdo religiosa, com milhares de Menonitas enviados para campos de trabalho for¢ado
(Guglas). Entre 1923 e 1926, cerca de 20.000 Menonitas foram para o Canadéa e em 1929, apds
serem proibidos de adentrar este pais, se dirigiram ao Brasil e outros paises da América Latina,
principalmente o Paraguai (LOPES et al., 2016). Cerca de 2300 Menonitas chegaram ao Brasil
entre 1930 e 1934, e hoje a populagdo possui cerca de 9000 individuos. Foram fundadas trés
grandes comunidades, a maior em Curitiba-PR, seguida pela colonia Witmarsum, a 60 Km de
Curitiba (Palmeira — PR), e Colonia Nova (Acegud — RS). Atualmente, o casamento com a
populagdo local € aceito, mas as praticas religiosas e culturais Menonitas ainda sdo mantidas
(LOPES et al ., 2016). Vale destacar que nessa populacdo foi observada uma relagdo entre a rota
de imigracdo dos avos e o risco de DCV. Quanto mais extenuante foi a rota de imigragido dos

Menonitas, maior o risco de DCV (DA ROCHA et al., 2022).
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Abstract: Metabolic Syndrome (MetS) is characterized by a cluster of cardiovascular risk factors, associated with
dysregulation of the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA). FKBP5 (FKBP prolyl isomerase 5) is implicated in
stress-related disorders and encodes an HPA axis modulator, regulating its activity. Despite its importance in
metabolic disorders, its specific role in MetS remains uncertain. In order to identify a possible association between
FKBP5 and MetS, 48 genetic variants and seven CpG sites, as well as protein expression levels, were analyzed in
up to 236 Mennonites. The Mennonites constitute a relatively isolated population that has undergone at least three
bottleneck events in the last 500 years. These particularities can benefit epigenetic studies due to greater
environmental homogeneity and an increased frequency of otherwise rare susceptibility variants. Age, physical
activity, and a cold childhood family environment were associated with MetS. However, none of the genetic
variants, haplotypes, methylation or FKBP5 levels showed associations with MetS. Despite this, the data generated
in this study can support further investigations that aim to consider factors such as exposure to stressful events
throughout life. Future studies in other tissues and involving different epigenetic mechanisms can elucidate the
role of FKBP5 in the etiology of MetS.

Keywords: FKBP5; HPA axis; metabolic syndrome; Mennonites; methylation.

1. Introduction

Metabolic syndrome (MetS) is characterized by a cluster of cardiovascular risk factors,
including insulin resistance (IR), dyslipidemia, abdominal obesity, and high blood pressure [1]. With
an estimated worldwide prevalence of 25% [2], MetS is associated with a twofold increase in
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cardiovascular disease (CVD) mortality [3]. Despite the observed heritability, associated genetic
variants only explain a fraction of the variance in its components and MetS risk, suggesting the likely
influence of other mechanisms, such as rare variants, epigenetic patterns, and the interaction of these
features with the environment [4].

Although the etiology of MetS is not fully understood, stress is a recognized contributor [5,6].
In response to a stressful event, the hypothalamic-pituitary-adrenal axis (HPA) is activated, leading to
the release of cortisol. This hormone exerts its effects by binding to glucocorticoid receptors (GR) that
are widely distributed in different tissues [7]. The dysregulation of the HPA axis has been previously
associated with MetS [8]. As this axis coordinates the stress response and influences energy metabolism,
endocrine, and immune systems, alterations in the genes that regulate the HPA axis can act as risk
tactors for MetS development [9,10].

The co-chaperone FKBP prolyl isomerase 5, encoded by the FKBP5 gene, is a critical factor in
HPA regulation. In the cytoplasm, cortisol binds to the GR complex and replaces FKBP5 with FKBP4,
which allows the complex to translocate to the nucleus and regulate gene expression. Simultaneously,
cortisol increases FKBP5 transcription through the binding of GR to glucocorticoid response elements
(GREs), present in introns two, five, and seven. FKBP5 competes with FKBP4 for binding to the GR
complex. When bound, it inhibits its activity, forming a negative feedback mechanism. This mechanism
is essential to ensure the restoration of organism's homeostasis [11-13].

Most studies with FKBP5 were done with psychopathologies. However, FKBP5 expression,
genetic variants and epigenetic changes have been associated with altered responses to stress and MetS
components [9,12,14,15]. Genetic associations were observed with altered gene expression, impaired
cortisol normalization, increased levels induced by psychosocial stress, elevated insulin and glucose
levels mediated by exposure to early life stress (ELS), IR, and hypertriglyceridemia [14,16-18].

DNA methylation is one of the epigenetic mechanisms that mediates the influence of
environmental factors on gene expression. In individuals with type 2 diabetes mellitus (DM2),
hypermethylation of CpG sites located in intron two of FKBP5 has been identified as a potential marker
of cardiovascular risk, showing positive associations with glycosylated hemoglobin (HbAlc), low-
density lipoprotein (LDL-cholesterol), waist circumference (WC), and body mass index (BMI) [19]. In
addition, changes in FKBP5 methylation patterns, especially in intron seven, have been linked to stress
exposure, particularly during periods of greater HPA axis plasticity, such as infancy [9]. Some of these
alterations have already been associated with increased FKBP5 expression patterns, reduced GR
sensitivity, basal cortisol levels and its decline after oral dexamethasone exposure, as well as an increase
in cardiovascular risk due to peripheral inflammation [18,20,21].

Together, these studies support that FKBP5 is regulated through complex interactions
involving genetic traits and epigenetic modifications in response to environmental factors, occurring in
or near glucocorticoid-responsive sites, suggesting its influence on susceptibility to stress-related
metabolic disorders, such as MetS [12,15].

One of the approaches used to analyze interactions between the environment and epigenetic
regulation, as well as to map variants associated with complex diseases, is the study of isolated
populations. These populations present a loss of genetic diversity and may exhibit a higher frequency
of rare susceptibility variants, as well as larger haplotype blocks. In addition to reduced genetic
diversity, this strategy can benefit from environmental homogeneity resulting from shared habits [22—
24].

Over approximately 500 years of isolation, the Mennonite population has experienced at least
three “bottlenecks” events, driven by political and social issues, religious persecution, and land
shortages. Between 1930 and 1934, Brazil received 2300 Mennonites, having today about 9000
individuals. Although marriage with the local population is currently accepted, religious and cultural
practices are still maintained [24]. Therefore, the study of FKBP5 in Mennonite populations can provide
important information about the etiology of the MetS. This study investigated the potential association
of 48 FKBP5 variants and the methylation levels of seven CpG sites located in introns two and seven of
FKBP5 with Metabolic Syndrome (MetS) in Mennonites.



2. Materials and Methods

2.1 Ethics statement

This study was approved by the ethics committee of the Health Sciences Sector of the Federal
University of Parand (CAAE 55528222.9.0000.0102, 55297916.6.0000.0102). All study participants were

informed about the research and signed an informed consent term.

2.2 Subjects
This study was performed on up to 458 individuals, 268 women and 190 men, aged between
12 and 92 years, 186 from the urban communities of Curitiba-PR, 108 and 164 from the rural settlements

of Witmarsum (Palmeira-PR) and Colénia Nova (Acegud-RS), respectively (Table 1).

Table 1. Demographic and epidemiologic data on MetS case-controls.

Controls Case p-value
n=294 n =164

Epidemiologic data

Male (%) 114 (38.8) 76 (46.3) 0.396
Average age (min-max) 45.7 (12-92) 60.3 (20-86) <0.001
Demographic data 0.443!
CWB 119 (40.5) 67 (40.9)

CON 98 (33.3) 66 (40.2)

CWI 77 (26.2) 31 (18.9)

CWB: Curitiba-PR; CON: Colénia Nova (Acegua-RS); CWI
obtained through univariate binary logistic regression, where the colonies represent the

independent variable.

The case group included of up to 164 individuals who presented at least three of the five MetS
diagnostic criteria (Table 2). The control group comprised of up to 294 individuals with two or fewer
diagnostic criteria. Exclusion criteria were controls with 1st degree ascending relatives presenting MetS.

Table 2. Diagnostic criteria for selection of cases.

Components Criteria

Waist circumference

Males 294 cm

Females =280 cm
Triglycerides ® >150 mg/dL
HDL Cholesterol b

Males <40 mg/dL

Females <50 mg/dL
Blood pressure ab

Systolic and/or =130 mmHg

Diastolic 285 mmHg
Type 2 diabetes mellitus ¢ Self-reported medical diagnosis

Modified from Alberti et al. (2009).

: Witmarsum (Palmeira-PR). ! Results
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a Diagnosis of hypertension is an alternate indicator; » Drug treatment is an
alternate indicator; © Drug treatment for prediabetes is an alternative
indicator.

2.3 Questionnaire and anthropometric measurements

Participants answered a questionnaire based on the 2013 National Health Survey (PNS),
regarding eating and health habits, family environment, exposure to mutagenic agents and chronic
diseases [25]. Waist circumference (WC) and blood pressure (BP) measurements were taken according
to the PNS Anthropometry manual [26].

2.4 DNA extraction and lipid profile

DNA extraction was performed from the leukocytes following the Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega, Madison, USA) protocol. DNA quantification and sample purity were
determined using spectrophotometry (Nanodrop ND-2000 spectrophotometer; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA).

Serum concentrations of triglycerides (TG) and high-Density Lipoprotein (HDL) were
determined with commercial kits (Triglicérides Liquiform and HDL, Labtest Diagnéstica S.A, Brazil),
on the automated system Labmax 400 (Labtest Diagndsticas S.A, Brazil).

2.5 FKBP5 genotyping

To screen for susceptibility loci associated with MetS, we analyzed exome sequencing data for
up to 66 cases and 128 controls, obtained using the [llumina HiSeq platform, with a coverage of >30x.
The data was converted to Variant Call Format (VCF) and aligned to the reference genome
GRCh38/hg38. Quality control of the variants in the VCF file was performed using the ForestQC
software [27]. The VEP (Variant Effect Predictor) tool - Ensembl was used for variant annotation [28].
Subsequently, the variants located in the FKBP5 were evaluated.

Additionally, we genotyped nine variants (Figure 1) in up to 70 cases and 166 controls with a
minor allele frequency (MAF) >0.08 in the European population [29], previously associated with FKBP5
expression, cardiovascular disease, and cardiovascular risk factors, using the iPLEX MassARRAY
method  (Sequenom, San Diego, CA). The selected SNPs were: rs113244441
(NC_000006.12:g.35560913C>A); rs6910300 (NC_000006.12:g.35566594A>G); rs3800373
(ENST00000357266.9:¢.¥1136G>T);  rs1360780  (ENST00000357266.9:¢.106-2636A>G);  rs1334894
(ENST00000357266.9:¢.-19-4510G>A); 159394309 (ENST00000357266.9:¢.-19-11161C>T);  rs12197246
(ENST00000357266.9:¢.-19-14091C>T);  rs9470080 (ENST00000357266.9:¢.-20+10146A>G); rs4713916
(ENST00000536438.5:¢.-20+18122T>C) (CHRISTAKOUDI et al,, 2021; FICHNA et al., 2018; ISING et al.,
2008; KLENGEL et al., 2013; SUAREZ et al., 2017; VAN DER HARST; VERWEI], 2018; ZHU et al., 2020).
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chr:35,590,656-35,590,844
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Figure 1. Schematic representation of FKBP5, SNPs (MAF>0.8) and the analyzed CpGs. Exons are represented by
boxes and introns by lines. Gray regions in the sequence represent the glucocorticoid responsive elements (GREs).

2.6 Pyrosequencing Methylation Analysis

We analyzed the methylation status in up to 150 controls and 67 cases for four CpG sites in
intron two (chr6:35,641,711-35,641,795) and three sites located in intron seven (chr6:35,590,663-
35,590,861) of the FKBP5. The regions of interest were selected based on their location near or within
consensus glucocorticoid response elements (GREs) and previously reported associations with a
dysregulated HPA axis [18,19].

Genomic DNA was converted with bisulfite using the EZ DNA Methylation Kit (Zymo
Research). Amplicons were generated using primers designed with the PyroMark Assay Design
Software v. 2.0.1.15 (Qiagen) (Supplementary Table 1).

Polymerase chain reactions (PCR) were carried out in a final volume of 46pl, containing 25ng
of genomic DNA, 0.2mM of each dNTP and each PCR primer, 1U/rxn Taq Platinum (Invitrogen) and 1x
CoralLoad PCR Buffer (Qiagen, Hilden - Germany). Thermal cycling began with 95°C for 15min,
followed by 50 cycles, for which each cycle began at 95°C for 40s, the annealing step at 52°C (intron 7)
or 54°C (intron 2), for 40s, and ended at 72°C (extension step) for 40s.

To confirm amplification and amplicon size, we submitted the amplified fragments to an
electrophoretic run on 1% agarose gel, stained with UniSafe Dye® 20000x (Uniscience do Brasil, Sao
Paulo, SP). Pyrosequencing was performed using Pyro-Mark ID 96 with PyroMark Gold Q96 reagents
(Qiagen). The methylation percentage for each CpG site was automatically generated using PyroMark
Q96 software (v. 2.5.8) with standard quality control settings.

2.7 FKBP5 Quantification

The levels of FKBP5 in plasma were quantified in 16 cases and 76 controls using an Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), with the Human FKBP51 ELISA Kit (EH194RB, Invitrogen,
Massachusetts, USA), according to the manufacturer’s instructions.

2.8 Statistical analyzes

To identify independent variables from the data obtained in the epidemiological survey, a
univariate binary logistic regression was performed, using the MetS phenotype as the dependent
variable. The p-values were corrected for multiple comparisons using the Benjamini and Hochberg
(1995) method (g-value) [33]. The variables that presented p-values <0.20 were included in the binary
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multivariate logistic regression model. The backward stepwise model was used, removing the variables
with lesser significance from the multivariate model one by one, until only the statistically significant
variables remained (q<0.05). Analyzes were performed using R software v4.2.2 [34]. Subsequently,
significant variables were used as covariates for association analyses.

Allele, genotype, and haplotype frequencies were obtained by direct counting and Hardy-
Weinberg equilibrium was calculated with PLINK 1.9 software [35]. To assess a potential founder effect,
the allele frequencies of the Mennonite population were compared using Fisher's exact test with
trequency data for non-Finnish Europeans (NFE), Amish (AM]I, isolated population that constituted the
same group as the Mennonites until 1693) obtained from genome aggregation databases (gnomAD
v3.1.2) [36] and the New Brazilian (NB) from the Brazilian Online Archive of Mutations (ABraOM
v2.1)[37].

The phase estimation of the SNP haplotypes was obtained using the ELB algorithm
implemented in Arlequin v3.5 software [38]. Due to divergences between the composition of samples
with data from exomes and from IPLEx genotyping, the haplotype inference was performed for each
group separately. Additionally, a third group, composed of individuals with data available for IPLEx
and for variants with MAF > 0.1 identified in the exomes, was also analyzed.

The association analysis of the variants was performed by binary multivariate logistic
regression for the dominant, recessive, and additive models, using PLINK 1.9 [39]. For the association
analysis of common haplotypes in the Mennonite population (frequency >10%), the additive, recessive
and dominant interaction models were built manually, and the analysis was performed using
multivariate logistic regression using the R v4.2.2 software. Odds ratio (OR) with 95% confidence
interval (CI) was used as an effect measure, and p < 0.05 was considered statistically significant. All the
analyses were done correcting for risk factors independently associated with MetS (age, exercise
practice and family environment score).

For quantitative analyses of methylation and protein expression, data normality was
evaluated using the Shapiro-Wilk test, and based on the results, the non-parametric Mann-Whitney test
was used for the comparison between cases and controls, using GraphPad Prism v.10.0.2(GraphPad
Software, La Jolla, CA).

3. Results

The prevalence of MetS in Mennonites was 35.8%. Among the cases, the WC criterion is the
only one observed in all individuals, with the combination of WC, elevated TG, and high BP being the
most common cluster (40%).

No difference was observed in the prevalence of MetS between sexes (q = 0.39), communities
(q = 0.78), or urban and rural environments {q > 0.99) and were thus not included as covariates in
subsequent analyses. MetS susceptibility was independently associated with increasing age (OR = 1.05;
CI95% =1.03 - 1.07; q =<0.001) and a self-reported, “cold” family environment in childhood (OR =1.59;
95% CI =1.08 - 2.34; q = 0.019). Conversely, the daily practice of moderate or vigorous physical activity
for more than 10 minutes has a protective etfect (OR = 0.44; CI 95% = 0.26 - 0.73; q = 0.003).

3.1 FKBPS5 and the susceptibility to Metabolic Syndrome

In addition to the nine IPLEx-genotyped SNDPs, 40 variants were identified through exome
data (Table S2). Except for rs12197246, disregarded in subsequent analyses, the the controls' genotype
distribution followed the Hardy-Weinberg equilibrium predictions. Of the remaining 48 variants,
frequency data were available for 37 in both NFE and AMI populations and 29 in the NB population.
Among these, the frequencies of 21/37 in NFE (57%), 21/37 in AMI (57%), and 12/29 in NB (41%) differed
from the Mennonite population (p<0.05) (Table S3).

None of the variants showed associations with MetS (Table S4), as well as none of the common
haplotypes in the Mennonite population (Table S5). Additionally, no differences in methylation (Table
56 and Figure S1) and FKBP5 expression levels (Figure 52) were observed between cases and controls.

4, Discussion
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The FKBP5 gene gained prominence in the field of stress-related metabolic disorders due to
its role in regulating the HPA axis [9,15]. However, the knowledge of the molecular mechanisms
determining its role in metabolism is still incipient, and its possible association with MetS per se is not
clear. In the present study, we investigated polymorphisms and methylation patterns of CpG sites
located in intron two and seven of FKBP5 in leukocytes and its possible association with MetS in the
Mennonite population.

The observed prevalence of MetS in the Mennonites was 35.8%, consistent with estimates for
the Brazilian population, which range from 31% to 37% [40]. Our findings also identified age as a factor
associated with increased susceptibility to MetS, corroborating studies such as the meta-analysis
conducted by Farmanfarma et al. (2019), where the prevalence of MetS increased from 12.1% in
individuals aged 20 to 29 years to 51.7% in individuals over 60 years of age [41]. Furthermore, our study
confirms similar findings that physical activity is a protective factor against MetS [42,43]. Interestingly,
our results indicate that a less "warm" family environment in childhood is significantly associated with
an increased MetS risk. Previous studies have shown that childhood events such as sexual, physical, or
emotional abuse, including verbal aggression or feeling unwanted, are associated with an increased risk
of developing MetS [44].

The results of allelic frequencies suggest that the Mennonite population under study may have
been influenced by bottleneck events and/or founder effects, as they significantly differ from other
populations, including NFE, AMI, and NB populations. However, no associations were found between
the analyzed SNVs and MetS. The analysis of CpG sites in introns two and seven also did not reveal
any difference in methylation levels between cases and controls, suggesting that changes in these
regions are unrelated to MetS risk in this population.

The lack of significant associations between FKBP5 and MetS per se, but the reported
associations of both with physiological long-term consequences of the exposure to adverse childhood
experiences (ACE), such as potentially traumatic events that occur during childhood and/or
adolescence, or ELS, characterized by adverse conditions that occur during gestation and/or infancy,
may play a role in modulating previously observed FKBP5 associations in metabolic disorders. Several
studies highlight the long-term health impact of ELS/ACE, often associated with the development of
CVD and risk factors, as well as MetS itself [44-54]. Although these associations may be indirect,
considering that individuals exposed to severe ACE are more susceptible to risky behaviors such as
smoking and excessive alcohol consumption [55], there is mounting evidence demonstrating the
relationship of ELS/ACE with altered HPA axis activity in the long term [56].

ELS can lead to persistent changes in the functioning of the HPA axis, with puberty being a
critical period in relation to how adversities affect this axis [57]. Different ACE can result in specific
dysfunctions in the HPA axis. In adolescents, it has been observed that physical abuse in childhood is
associated with a faster reactivity to acute psychosocial stress, while emotional abuse is associated with
a delayed return to baseline cortisol levels [58]. Experiences of emotional and physical abuse in
childhood increase the risk of developing MetS, and the severity and nature of the trauma influence this
relationship [44]. Considering that the recovery from acute stress can reflect the efficiency of the
negative feedback of the HPA axis, and that the functioning of the components of this mechanism is
more sensitive to changes during early childhood, exposure to ELS during this period can lead to a
prolonged stress response [59].

The FKBP5 gene plays a crucial role regulating the negative feedback of the HPA axis. When
exposed to ELS, carriers of the minor alleles of rs1360780, rs9394309, and rs9470080 showed higher levels
of insulin and glucose in middle age [17]. The rs1360780, located in intron two, is among the most
studied SNPs. The presence of the risk allele rs1360780*A alters the chromatin conformation in a region
containing GREs and promotes the interaction of regulatory proteins with the transcription start site,
increasing the expression of FKBP5. The presence of this allele, combined with childhood trauma,
reduces the methylation of CpG sites located in intron seven, leading to a further increase in FKBP5
expression mediated by exposure to glucocorticoids [18].

Differential methylation of FKBP5 has been highlighted as a potential factor that could
elucidate the underlying etiology of MetS risk associated with ELS/ACE [9]. A reduction in CpG site
methylation, especially of CpGs located in intron seven, was observed in children and adults exposed
to ACE/ELS [18,20,21,60-62]. According to Klengel et al. (2013), demethylation of these CpGs (5, 6, and
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7) is associated only with exposure to childhood abuse, with no influence from later traumas [18]. In
vitro experiments support these observations, suggesting the existence of a sensitive period for stable
epigenetic changes mediated by glucocorticoid exposure [18]. Curiously, psychosocial interventions in
maltreated children aged three to five years were associated with increased methylation of these CpGs
over time, specifically in individuals with the protective genotype rs1360780*G/G [61]. The average
methylation of four CpG sites located in intron seven, including the three evaluated in this study, was
negatively correlated with baseline cortisol levels, cortisol decline after oral dexamethasone exposure,
and glucocorticoid receptor sensitivity [21]. In adipose tissue, exposure to dexamethasone leads to an
increase in FKBP5 gene and protein expression levels, which are associated with markers of IR [63,64].
Epigenetic changes mediated by ELS/ACE exposure have also been associated with acute myocardial
infarction and an increase in FKBP5 expression [18,20]. FKBP5 expression, besides being associated with
genes involved in lipid metabolism and adipogenesis, was inversely associated with triglycerides, BMI,
and waist-to-hip ratio, and positively correlated with HDL cholesterol, as well as peripheral
inflammation, potentially increasing the cardiovascular risk [20,64,65].

Together, these studies reinforce that FKBP5 methylation is sensitive to exposure to ACE/ELS.
Genetic variants or epigenetic patterns and their interaction with ACE/ELS that alter FKBP5 expression
may lead to dysregulation of the HPA axis, resulting in prolonged activation of the stress hormone
system and potentially representing a risk factor for stress-related metabolic disorders. Considering that
the nature of adversity, its intensity, and the timing of exposure are determinants for permanent
epigenetic changes and how the HPA axis may be influenced, we suggest that individuals' lifetime
history of adversities should be considered in future studies. This approach can provide insights into
whether genetic/epigenetic patterns of FKBP5 can increase susceptibility to MetS mediated by ELS/ACE.
However, it is important to emphasize that most of these studies only present associative effects and do
not establish causative relationships. Furthermore, the regulation of the HPA axis, as well as the
epigenetic mechanisms that may be involved in these associations, are highly complex, and the
literature on functional effects related to FKBP5 remains at an early stage.

Another factor to be considered is that most studies analyze samples composed of
heterogeneous tissues. This can introduce a confounding factor, as the observed methylation patterns
may reflect changes in cell populations, which can be influenced by numerous factors, including the
individual's health [66]. Therefore, the degree of FKBP5 methylation established through PBMC analysis
does not necessarily reflect what occurs in other tissues, including those related to the HPA axis.
However, Genome-wide DNA methylation (DNAm) comparisons have shown significant correlations
of DNAm profiles in cells from blood and brain [67]. Kengel et al. (2013) demonstrated that the
methylation levels at CpGs located in introns two and seven of FKBP5 in human hippocampal pro-
genitor cells were comparable those observed in peripheral blood cells [18]. In mice subjected to
transient middle cerebral artery occlusion, a positive correlation was observed between FKBP5 levels in
plasma and brain tissue [68]. Nonetheless, the correlation levels in brain-peripheral tissue methylation
patterns varied widely, and evaluating methylation levels in other tissues is recommended [67].

Another fact to be considered is that genetic characteristics can condition epigenetic
alterations. Although the evaluated SNVs are not associated with MetS, this information may contribute
to future epigenetic analyses. Recent studies highlight the ability of SNVs to alter the methylation
pattern of CpG sites through methylation quantitative trait loci (mQTLs). Among the proposed
mechanisms for the observed SNV-CpG interactions is the potential of these SNVs to modity the
accessibility or affinity of enzymes related to the methylation state. It is estimated that 10-45% of the
methylome is influenced by mQTLs. Thus, SNVs that alter mQTLs can represent an important
etiological mechanism for complex diseases [69]. This reinforces that the individual's genetic context
can influence stress-induced epigenetic changes.

5. Conclusions

In conclusion, this study does not provide evidence supporting the association of the FKBP5
gene with susceptibility to MetS per se. Future investigations that consider methylation patterns in other
tissues, a detailed history of stressful events throughout life and other mechanisms such as non-coding
RNAs may help elucidate whether the FKBP5 gene plays any role in the development of MetS.
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Supplementary material

Supplementary Table 1. PCR and pyrosequencing primers.

Intron Primers

Sequence 5' - 3'

Forward TGGTGAATGATTGTATAGTGTTTTAATAAG*
2 Reverse TCACCATATTAACCAAACTAATCTTAAAC

Sequencing - CG1 to CG4 CCTAACCTCAAATAATCC

Forward AGGATTTGTAGTTGGGATAATAATTT

Reverse ATTCCCTTATTITATTCCTAAACTTATTCTT*

Sequencing - CG5 to CG6
Sequencing - CG7

GGAGTTATAGTGTAGGTTTIT
AGTTGTATTTTATTTTTTTAAGGAG

*Addition of biotin at the 5’ end.



Supplementary Table 2. Variants identified through exome analysis. Cont
Location rs ID Alternative Allele II://IEI Frequency
chr6:35575799 rs374969529 T 6/650 0.0092
chr6:35577112 rs146787424 A 1/650 0.0015
chr6:35577165 rs34866878 A 38/650  0.0585
chr6:35577238 rs200398524 A 1/650 0.0015
chr6:35579995 - T 1/650 0.0015
chr6:35581122 rs1251311612 T 16/650  0.0246
chr6:35581132 rsb64598442 A 28/650  0.0431
chr6:35581133 - C 28/650  0.0431
chr6:35581143 - G 4/650 0.0062
chr6:35581250 - T 1/650 0.0015
chr6:35581260 - C 1/648 0.0015
chr6:35581587 rs59501604 A 50/648 0.0772
chr6:35581587 rs59501604 AAAAACAAAACAAAAC 7/648 0.0108
chr6:35581587 rs59501604 AAAAACAAAAC 88/648  0.1358
chr6:35581893 rs755658 T 66/650  0.1015
chr6:35582057 rs962232800 C 1/650 0.0015
chr6:35582160 rs112124918 T 38/650  0.0585
chr6:35582245 rsb40970138 T 1/650 0.0015
chr6:35582594 1574550485 C 7/650 0.0108
chr6:35583079 rs10631894 cCT 38/650  0.0585
chr6:35583138 rs59320339 G 38/650  0.0585
chr6:35583418 rsb46826018 A 7/650 0.0108
chr6:35583636 157755289 A 2/650 0.0031
chr6:35583787 rs1762517881 A 2/650 0.0031
chr6:35583891 rs180923765 A 43/650  0.0662
chr6:35584003 1577715420 T 35/650  0.0539
chr6:35584003 1577715420 A 7/650 0.0108
chr6:35584412 1573746491 C 38/650  0.0585
chr6:35584850 rs16878591 G 38/650  0.0585
chr6:35585274 rs141713011 T 5/650 0.0077
chr6:35585567 1573746492 A 38/650  0.0585
chr6:35585568 1573746493 G 38/650  0.0585
chr6:35585662 rsb7155120 T 7/650 0.0108
chr6:35586271 rs1441862849 C 4/650 0.0062
chr6:35586294 rs140664762 A 5/650 0.0077
chr6:35586466 rs72913418 A 3/650 0.0046
chr6:35586489 rs77612799 T 14/650  0.0215
chr6:35586606 rs1319725627 C 1/650 0.0015
chr6:35586606 151319725627 CAAAAAAAAAAAAAAG 1/650 0.0015
chr6:35586606 151319725627 CAAAAAAAAAAAAG 8/650 0.0123
chr6:35586847 rs112376611 C 4/650 0.0062



end
Location rs ID Alternative Allele II://IEI Frequency
chr6:35586847 rs112376611  CCT 3/650  0.0046
chr6:35591284 - T 1/650  0.0015
chr6:35597472 - T 2/650  0.0031
chr6:35620261 rs144600779 T 2/650  0.0031
chr6:35636918 rs73748205 A 37/650  0.0569

rs ID: Identifier assigned by the dbSNP database to each variant; n: alternative allele count; N:

total allele count. MEN: Mennonites.
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Supplementary Table 3. Allele distributions of FKBP5 variants

Variant Alternate Allele 11://[1]3\] xil\;ency EnF n/N E’Zguency
rs113244441 A 78/752  0.1037 6243/68016  0.0918
rs6910300 A 187/756 0.2474 15940/67950 0.2346
rs3800373 C 233/752 0.3098 19185/67996  0.2821
rs374969529 T 6/650  0.0092 6/68018 0.0001
rs146787424 A 1/650  0.0015 111/68046  0.0016
rs34866878 A 38/650  0.0585 1684/68022  0.0248
rs200398524 A 1/650  0.0015 9/68038 0.0001
6:35579995 T 1/650  0.0015 - -
rs1251311612 T 16/650  0.0246 4/67916 0.0001
rs564598442 A 28/650  0.0431 0/67956 0.0000
6:35581133 C 28/650  0.0431 - -
6:35581143 G 4/650  0.0062 - -
6:35581250 T 1/650  0.0015 - -
6:35581260 C 1/648  0.0015 - -
rs59501604 A 50/648  0.0772 - -
rsb9501604  AAAAACAAAACAAAAC 7/648  0.0108 - -
rs59501604  AAAAACAAAAC 88/648  0.1358 - -
rs755658 T 66/650  0.1015 6247/68012  0.0919
rs962232800 C 1/650  0.0015 - -
rs112124918 T 38/650  0.0585 1676/67996  0.0246
rs540970138 T 1/650  0.0015 6/68024 0.0001
rs74550485 C 7/650  0.0108 1038/68028  0.0153
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cont
MEN vs. AMI AMI MEN vs. BR n/N BR MEN vs
EnF (p) n/N Frequency AMI (p) frequency BR (p)
0.25 26/912  0.0285 0.00 164/2342  0.0700 0.00
0.41 89/912  0.0976 0.00 517/2342  0.2208 0.13
0.10 142/912 0.1557 0.00 803/2342  0.3429 0.10
0.00 0/912  0.0000 0.01 - - -
1.00 0/912  0.0000 0.42 8/2342 0.0034 0.69
0.00 44/910 0.0484 0.42 144/2342  0.0615 0.85
0.09 0/912  0.0000 0.42 - - -
0.00 0/912  0.0000 0.00 - - -
0.00 0/910  0.0000 0.00 - - -
0.38 26/912  0.0285 0.00 156/2186  0.0714 0.00
0.00 44/912  0.0482 0.42 144/2198  0.0655 0.85
0.06 0/912  0.0000 0.42 - - -
0.42 0/912  0.0000 0.00 42/2300  0.0183 0.23



Variant Alternate Allele 11://IIEIN xil\;ency EnF n/N E’Zguency
rs10631894  CCT 38/650  0.0585 1708/68014  0.0251
rs59320339 G 38/650  0.0585 1626/68030  0.0239
rs546826018 A 7/650  0.0108 101/68022  0.0015
rs7755289 A 2/650  0.0031 285/68016  0.0042
rs1762517881 A 2/650  0.0031 - -
rs180923765 A 43/650  0.0662 506/68030  0.0074
rs77715420 T 35/650  0.0539 4/68016 0.0001
rs77715420 A 7/650  0.0108 1035/68016  0.0152
rs73746491 C 38/650  0.0585 1681/68024  0.0247
rs16878591 G 38/650  0.0585 1628/68032  0.0239
rs141713011 T 5/650  0.0077 618/68020  0.0091
rs73746492 A 38/650  0.0585 1626/67990  0.0239
rs73746493 G 38/650  0.0585 1625/68026  0.0239
rs57155120 T 7/650  0.0108 1037/68000  0.0153
rs1441862849 C 4/650  0.0062 1/67996 0.0000
rs140664762 A 5/650  0.0077 470/67984  0.0069
rs72913418 A 3/650  0.0046 298/67956  0.0044
rs77612799 T 14/650  0.0215 2484/67888  0.0366
rs1319725627 C 1/650  0.0015 - -
rs1319725627 CAAAAAAAAAAAAAAG 1/650  0.0015 - -
rs1319725627 CAAAAAAAAAAAAG 8/650  0.0123 - -
rs112376611  C 4/650  0.0062 209/65184  0.1600
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cont

MEN vs. AMI AMI MEN vs. BR n/N BR MEN vs.
EnF (p) n/N Frequency AMI (p) frequency BR (p)
0.00 44/912  0.0482 0.42 168/2150  0.0781 0.26
0.00 44/912  0.0482 0.42 85/2257  0.0377 0.01
0.00 1/912  0.0011 0.01 1/2341 0.0004 0.00
1.00 0/912  0.0000 0.17 17/2325  0.0073 0.40
0.00 0/912  0.0000 0.00 4/2338 0.0017 0.00
0.00 0/912  0.0000 0.00 - - -
0.52 0/912  0.0000 0.00 42/2300  0.0183 0.23
0.00 44/912  0.0482 0.42 2197/2342 0.9381 0.78
0.00 44/912  0.0482 0.42 2257/2342 0.9637 0.01
1.00 0/912  0.0000 0.01 2314/2342 0.9880 0.52
0.00 44/912  0.0482 0.42 2257/2342 0.9637 0.01
0.00 44/912  0.0482 0.42 2257/2342 0.9637 0.01
0.42 0/910  0.0000 0.00 2300/2342 0.9821 0.23
0.00 0/912  0.0000 0.00 - - -
0.81 0/912  0.0000 0.01 2328/2342 0.9940 0.58
0.76 0/912  0.0000 0.07 2341/2342  0.9996 0.03
0.04 12/912  0.0132 0.23 2301/2342 0.9825 0.51

0/876 ~ 0.0000 0.03 - - -
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end

. . vs.
Variant Alternate Allele 11://IIEIN xil\;ency EnF n/N E’Zguency E/ij\(}p) VS ﬁ/l\lﬁl li’ll/guency Zdl\]illl\l(p‘;s BR n/N E’Iunency g{fg) s
rs112376611  CCT 3/650 0.0046 - - - - - - - - -
6:35591284 T 1/650 0.0015 - - - - - - - - -
6:35597472 T 2/650 0.0031 - - - - - - - - -
rs144600779 T 2/650 0.0031 22/68030 0.0003 0.02 0/912  0.0000 0.17 - - -
rs73748205 A 37/650  0.0569 1823/68038  0.0268 0.00 44/912 0.0482 0.49 181/2342  0.0773 0.09
rs1360780 T 234/748 0.3128 20632/67994 0.3034 0.58 237/912 0.2599 0.02 816/2342 (0.3484 0.08
rs1334894 T 78/736  0.1060 6334/68002  0.0931 0.23 26/912  0.0285 0.00 153/2342  0.0653 0.00
rs9394309 G 267/750 0.3560 20746/67974 0.3052 0.00 229/912 0.2516 0.00 657/2342  0.2805 0.00
rs9470080 T 287/750 0.3827 22496/67990 0.3309 0.00 273/906 0.3013 0.00 882/2342  0.3766 0.76
rsd4713916 A 259/744  0.3481 19917/67932 0.2932 0.00 233/910 0.2560 0.00 595/2342  0.2541 0.00

MEN - Mennonites; AMI - Amish; EnF - non-Finnish Europeans; BR - Brazilians; "-" - no data to perform statistical analysis. In bold: Values of p < 0.05, indicating that the allele frequency

differs between Mennonites and the analyzed population.
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Supplementary Table 4. Results of association analyzes of FKBP5 variants with MetS. cont
Minor allele Control  Case Additive model Dominant model Recessive model

Variant (Mennonites) frequency frequency OR IC95% p-value OR IC 9% p-value OR IC9% p-value
rs113244441 A 0.0902 0.1321 1.39 0.72-2.68 0.33 1.14 054-241 0.73 nd nd nd
rs6910300 A 0.2628 0.2217 0.85 051-14 0.52 0.87 047-1.59 0.64 0.62 016-244 049
rs3800373 C 0.3015 0.3491 128 08-2.06 029 152 0.81-283 0.19 1.04 037-292 094
1534866878 A 0.0688 0.0338 043 013-1.39 0.16 043 013-1.42 0.16 nd nd nd
rs1251311612 T 0.0145 0.0338 3.36 0.8-14.08 0.10 3.36 0.8-14.08 0.10 nd nd nd
rsb64598442 A 0.0362 0.0405 099 0.32-3.13 0.99 099 032-3.13 0.99 nd nd nd
chr6:35581133 C 0.0362 0.0405 099 0.32-3.13 0.99 099 032-3.13 0.99 nd nd nd
chr6:35581143 G 0.0109 0.0068 044 0.04-4.47 049 044 0.04-447 0.49 nd nd nd
rs59501604 A 0.0688 0.0616 048 017-14 0.18 049 0.16-143 0.19 nd nd nd
rs59501604 AAAAACAAAACAAAAC  0.0072 0.0068 055 0.03-945 0.68 055 0.03-945 0.68 nd nd nd
rs755658 T 0.0797 0.1351 1.76 0.86-3.62 0.12 157 0.7-354 0.28 nd nd nd
rs112124918 T 0.0688 0.0338 043 013-139 0.16 043 0.13-142 0.16 nd nd nd
1574550485 C 0.0072 0.0068 055 0.03-945 0.68 055 0.03-945 0.68 nd nd nd
rs10631894 cCT 0.0688 0.0338 043 013-139 0.16 043 013-142 0.16 nd nd nd
rs59320339 G 0.0688 0.0338 043 013-139 0.16 043 013-142 0.16 nd nd nd
rsb46826018 A 0.0072 0.0068 0.81 0.07-951 0.87 081 0.07-951 087 nd nd nd
rs180923765 A 0.0797 0.0405 066 023-19 0.44 066 023-19 0.44 nd nd nd
1577715420 T 0.0362 0.0811 251 091-695 0.08 251 091-695 0.08 nd nd nd
1577715420 A 0.0072 0.0068 055 0.03-945 0.68 055 0.03-945 0.68 nd nd nd
1573746491 C 0.0688 0.0338 043 013-139 0.16 043 0.13-142 0.16 nd nd nd
rs16878591 G 0.0688 0.0338 043 013-139 0.16 043 013-142 0.16 nd nd nd
1573746492 A 0.0688 0.0338 043 013-139 0.16 043 0.13-142 0.16 nd nd nd
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end
Minor allele Control ~ Case Additive model Dominant model Recessive model

Variant (Mennonites) frequency frequency OR IC95% p-value OR IC9% p-value OR IC9% p-value
rs73746493 G 0.0688 0.0338 043 0.13-1.39 0.16 043 013-142 0.16 nd nd n.d
rs57155120 T 0.0072 0.0068 055 0.03-945 0.68 055 0.03-945 0.68 nd nd nd
1577612799 T 0.0290 0.0270 081 02-3.28 0.77 081 02-3.28 0.77 nd nd n.d
rs1319725627 C 0.0072 0.0135 257 0.31-21.51 0.38 257 0.31-21.51 0.38 nd nd n.d
rs112376611 C 0.0072 0.0135 35 0.36-33.76 0.28 3.5 0.36-33.76 0.28 nd nd nd
1144600779 T 0.0036 0.0068 1.19 0.07-21.55 091 1.19 0.07-21.55 091 nd nd n.d
1573748205 A 0.0652 0.0338 046 0.14-151 0.20 046 0.14-155 0.21 nd nd n.d
rs1360780 T 0.3057 0.3476 125 0.78-2 0.36 145 0.77-27 0.25 1.03 0.37-291 095
151334894 T 0.0864 0.1408 1.38 0.72-2.67 0.33 1.16 054-252 070 9.12 0.86-96.49 0.07
1s9394309 G 0.3627 0.3774 1.17 0.72-1.89 0.53 149 078-284 0.23 0.71 024-2.09 0.53
rs9470080 T 0.3938 0.4009 1.15 0.71-1.88 0.57 132 0.67-258 042 097 037-253 095
rs4713916 A 0.3615 0.3641 1.11 0.69-1.8 0.67 1.53 0.8-294 0.20 051 0.16-1.62 0.25

Variants that do not have data available for association analysis in any of the models were omitted from the table (n=14). OR: odds ratio; CI: confidence interval; n.d: no data to perform
statistical analysis.

Supplementary Table 5. Association analyzes of common FKBP5 haplotypes with MetS.

Controls . Additive model Dominant model Recessive model
Haplotype Patients (n)

(n) OR  IC95% g-value OR IC 9% g-value OR  IC95% g-value
CGAAAAAACCCCACG 88 38 1 057,174 >09 124 056,285 06 0.65 020,182 04

Haplotype represented ten investigated FKBP5 variants (rs113244441, rs6910300, rs3800373, rs59501604, rs755658, 151360780, 151334894, 159394309, rs9470080, rs4713916).
Underlined letters represent nucleotide of the same SNP. OR: odds ratio; CI: confidence interval.



Supplementary Table 6. Comparison between FKBP5
methylation levels in cases and controls.

Intron CpG site (C;lc;ntrols Cases (n) p-value
2 CG1 83 42 0.22
2 CG2 83 42 0.77
2 CG3 83 42 0.43
2 CG4 83 42 0.21
7 CG5 139 64 0.11
7 CGo 139 64 0.85
7 CG7 143 66 0.66

Results obtained through the Mann-Whitney test.
n: number of individuals.



Supplementary Figure 1. FKBP5 CpG methylation levels.
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There is no difference between cases vs. controls DNA methylation leves. Results obtained through the Mann-Whitney test,

using GraphPad Software Prism v. 10.0.2. Intron 2: CpG 1, 2, 3 and 4. Intron 7: CpG 5, 6, and 7.



Supplementary Figure 2. FKBP5 protein plasma expression.
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There is no difference between cases vs. controls FKBP5 protein leves. Results obtained through the Mann-
Whitney (MW) test, using GraphPad Software Prism v. 10.0.2. SM+: Cases; SM-: Controls.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho identificou que a prevaléncia da SM na populagdo menonita ndo difere
do observado para populagio brasileira. Além disso, fatores ambientais foram
independentemente associados a SM. Como esperado, a pratica de atividade fisica ¢ um fator
protetivo, enquanto o aumento da idade € um ambiente familiar frio na infancia estdo associados
ao risco aumentado de desenvolver SM.

Embora o gene FKBPS5 venha ganhando destaque como um possivel fator chave na
relacdo entre o estresse e disturbios metabolicos, este estudo ndo identificou evidéncias de que
o FKBPS5 esteja associado a um aumento na suscetibilidade a SM.

Futuras investigagdes que considerem padrdes de metilacdo em outros tecidos, um
historico detalhado de eventos estressantes ao longo da vida e outros mecanismos epigenéticos,
como os RNAs ndo codificantes, podem ajudar a esclarecer se o gene FKBP5 desempenha

algum papel no desenvolvimento da SM.
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