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RESUMO

Esta tese aborda o tema polimorfismos genéticos e aspectos comportamentais relacionados a
depressdo, através de trés manuscritos que abordam essa temética. Nessa perspectiva, 0s
seguintes temas foram discutidos, o primeiro manuscrito desenvolveu uma abordagem de
pesquisa para identificar marcadores potenciais de predisposi¢do a doenga (depressdo), usando
a correlacdo entre os dados epidemiologicos e as frequéncias de polimorfismos na populacéo.
Trés grupos de genes foram avaliados para testar essa premissa, sendo: variantes relacionadas
a depressdo encontradas através da metodologia GWAS; seis genes ndo relacionados a
depresséo e quatro genes relacionados com depresséo em estudos caso-controle de genotipagem
(TPH2, NR3C1, SLC6A2 e SLC6A3). Em termos das variantes relacionadas a depressao nos
ensaios de GWAS, nove dos 82 SNPs avaliados demonstraram uma correlacdo positiva entre a
frequéncia alélica e genotipicas destes com as taxas de depressdo obtidas a partir de dados
epidemioldgicos da Organizagdo Mundial da Satde (OMS). Nenhum dos 286 SNPs mapeados
nos genes nao relacionados com depressao (grupo neutro) foi correlacionado com as taxas de
depressdo, como esperado. Em termos do grupo denominado “prova de conceito”, dois SNPs
do gene THP2, 26 SNPs do gene NR3C1 e quatro SNPs do gene SLC6A3 mostraram-se
estatisticamente relacionados com as taxas de depressdo de estudos epidemioldgicos. Essas
correlagdes, junto aos dados da literatura envolvendo esses SNPs, apoiam esta estratégia como
um método complementar para identificar possiveis variantes causadoras da doenca. No que se
refere ao segundo manuscrito, esse relacionou o aspecto nutricional e o estilo de vida de
pacientes depressivos com 0s sintomas apresentados, por meio de um estudo caso-controle. A
amostra foi composta por 389 individuos (217 depressivos e 172 controles) com média de idade
de 45,6+15,6 anos (variando de 16 a 83 anos), sendo a maioria do sexo feminino (78,1%). Nos
resultados obtidos, a maioria dos pacientes com depressdo apresentou sintomas graves de
depressdo. A depressao associou-se com maior indice de massa corporal (IMC), obesidade,
menor consumo de alcool e maior tabagismo. No terceiro manuscrito, ainda em fase parcial,
exploramos a influéncia de uma dieta deficiente em triptofano e polimorfismos do gene TPH2
no desenvolvimento da depressdo. Os dados preliminares sugerem uma associacao entre uma
dieta com baixo teor de triptofano e o desenvolvimento e sintomatologia da depresséo. Estudos
subsequentes envolverdo a genotipagem de trés SNPs do gene da Triptofano Hidroxilase 2
(TPH2) para avaliar seu papel no desenvolvimento da patologia. Essa pesquisa revela uma
abordagem interdisciplinar para entender a depressdo, explorando nédo apenas fatores genéticos,
mas também aspectos nutricionais e de estilo de vida em relacdo a condicdo. Relacionando 0s
dados obtidos, nossos resultados colaboram com hipotese que variantes genéticas e fatores
nutricionais desempenham um papel importante na depressao, aportando novos dados para que
pesquisas que investiguem estas relacOes, de forma mais aprofundada, possam ajudar na
diminuigéo dos sintomas desta doenca.

Palavras-chave: depressdo; variantes; polimorfismos; projetos genoma; bancos de dados;
estado nutricional; estilo de vida; Triptofano Hidroxilase 2.
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ABSTRACT

This thesis addresses the topic of genetic polymorphisms and behavioral aspects related to
depression, through three manuscripts dealing with that theme. In this sense, the following
topics were discussed: the first manuscript developed a research approachto identify potential
markers of predisposition to the disease (depression), using the correlation between the
epidemiological data and the frequencies of polymorphisms in the population. Three groups of
genes were evaluated to test this premise, namely: variants related to depression found through
the GWAS methodology; six genes not related to depression; and four genes related to
depression in genotyping case-control studies (TPH2, NR3C1, SLC6A2 and SLC6A3). In terms
of the variants related to depression in the GWAS trials, nine of the 82 SNPs evaluated showed
a positive correlation of their allele and genotypic frequencies with the depression rates obtained
based on epidemiological data from the World Health Organization (WHO). As expected, none
of all 286 SNPs mapped in the genes not related to depression (Neutral Group) was correlated
to the depression rates. In terms of the group called “Proof of Concept”, two SNPs from the
THP2 gene, 26 SNPs from the NR3C1 gene and four SNPs from the SLC6A3 gene proved to
be statistically related to the depression rates found in epidemiological studies. Along with the
data from the literature involving these SNPs, these correlations support this strategy as a
complementary method to identify possible variants causing the disease. Referring to the
second manuscript, it related depressive patients; nutritional aspects and lifestyles to the
symptoms presented, by means of a case-control study. The sample consisted of 389 individuals
(217 depressed and 172 controls) with a mean age of 45.6+15.6 years old (varying from 16 to
83), and mostly female (78.1%). In the results obtained, most of the patients with depression
presented severe symptoms of the disease. Depression was associated with a higher Body Mass
Index (BMI), obesity, lower alcohol consumption and intensified smoking habit. In the third
manuscript, still in a partial phase, we explored the influence of a diet low in tryptophan and
TPH2 gene polymorphisms on the development of depression. The preliminary data suggest an
association between a diet with low tryptophan content and development of depression
symptoms. Subsequent studies will involve genotyping three SNP from the Tryptophan
Hydroxylase 2 (TPH2) gene to assess their role in development of the pathology. This research
reveals an interdisciplinary approach to understand depression, exploring not only genetic
factors but also nutritional and lifestyle aspects related to the condition. By relating the data
obtained, our results collaborate with the hypothesis that genetic variants and nutritional factors
play an important role in depression, contributing new data for research studies that investigate
these relationships more in depth may assist in reducing the symptoms of this disease.

Keywords: depression; variants; polymorphisms; genome projects; databases; nutritional
status; lifestyle; Tryptophan Hydroxylase 2
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APRESENTACAO E ESTRUTURACAO DA TESE

A presente tese foi dividida em cinco capitulos principais. O Capitulo | traz uma
introdugdo aos temas que serdo abordados nesta tese, além de listar os objetivos do trabalho.
Os resultados que fazem parte desta tese estdo apresentados sob a forma de manuscritos, 0s
quais se encontram nos Capitulos I, 111 e 1V deste trabalho.

O Capitulo Il apresenta um manuscrito, j& publicado que teve como tema uma
abordagem de pesquisa para identificar marcadores potenciais de predisposi¢do a doenca
(depressdo). Nessa analise, foi utilizada a correlacdo entre os dados epidemioldgicos de
depressdo obtidas da base de dados da Organizacdo Mundial da Saude e as frequéncias de
polimorfismos na populagdo mundial obtidas de bases de dados de sequenciamento do
genoma humanos em individuos de diferentes popula¢des mundiais.

Na sequéncia, o Capitulo 111 apresenta uma publicacdo que aborda o perfil nutricional
e estilo de vida de pacientes depressivos, por meio de um estudo caso-controle, no qual foram
avaliados pacientes depressivos do Centro de Apoio Psicossocial de Alegrete e grupo controle
pareado. Esse manuscrito foi aceito para publicagéo.

O Capitulo IV apresenta um manuscrito em construcdo, no qual que as Gltimas analises
ainda ndo foram realizadas. A secdo materiais e métodos, resultados, discussdo e referéncias
bibliogréaficas, encontram-se nos manuscritos.

Por fim, no Capitulo V sdo apresentadas as discussdes, perspectivas e conclusdo deste
trabalho, objetivando conectar as diversas abordagens ao longo desta tese. Além disso, o item
referéncias bibliograficas refere-se somente as bibliografias citadas no capitulo I. Nos Anexos
A e B sdo apresentados os aspectos éticos, como parecer do Comité de Etica e Pesquisa (CEP)
e Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE); Apéndices A, B e C apresentam 0s

questionarios aplicados na pesquisa.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO E OBJETIVOS
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

1.1 DEPRESSAO

1.1.1 Depressao: prevaléncia, definicdo e causas

A depressdo é um transtorno mental comum, que afeta cerca de 300 milhGes de pessoas
no mundo, segundo a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS) (OMS, 2017). Ferrari e
colaboradores (2013) encontraram uma prevaléncia média global de 4,4% para a depressdo ao
longo da vida. As taxas variaram entre 3,1% e 9,3% em diferentes regides do mundo. No Brasil,
uma pesquisa nacional realizada por Brito e colaboradores (2022) estimou que a prevaléncia da
depressdo ao longo da vida é de aproximadamente 10,2%.

A OMS (2017) alerta que a depressdo € a principal causa de incapacidade em todo o
mundo e colabora significativamente para a carga global de doencas. A patologia acomete a
salde mental, emocional e fisica dos individuos depressivos, interferindo em sua capacidade de
realizar atividades cotidianas e ter uma qualidade de vida adequada.

Essa doenca é considerada multifatorial, em um modelo chamado bio-psico-social, que
é causado por uma interacdo complexa entre fatores bioldgicos, incluindo fatores genéticos e
desequilibrios quimicos no cérebro, fatores psicolégicos, incluindo padrdes de pensamento
negativo e eventos estressantes da vida e fatores sociais, como a falta de suporte social e
condicdes socioecondmicas desfavoraveis (MCGuffin; Rivera, 2015; Penninx et al., 2013;
Yang et al., 2015).

A Classificacdo Estatistica Internacional de Doencas e Problemas Relacionados com a
Saude (CID-11), (CID-11, 2019) caracteriza a depressao em dois tipos:

6A70 transtorno depressivo episodio Unico:

é caracterizado pela presenca ou histéria de um episédio depressivo quando ndo ha
nenhuma histéria de episddios depressivos anteriores. Um episddio depressivo é
caracterizado por um periodo de humor quase diariamente deprimido ou diminuicdo
do interesse em atividades com duracdo de pelo menos duas semanas acompanhada
de outros sintomas tais como dificuldade de concentragdo, sentimentos de inutilidade
ou culpa excessiva ou inadequada, desesperanga, pensamentos recorrentes de morte
ou suicidio, alterages no apetite ou no sono, agitagdo ou retardo psicomotor, e
reduzido de energia ou fadiga. Nunca houve quaisquer episddios maniacos,
hipomania, ou mistas anteriores, o que indicaria a presenga de um transtorno bipolar.
Exclus@es: transtorno depressivo recorrente (6A71) transtorno de ajustamento (6B43)
Bipolar ou transtornos relacionados (BlockL2-6A6).
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6A71 transtorno depressivo recorrente:

é caracterizada por uma historia ou pelo menos dois episédios depressivos separados
por pelo menos varios meses sem significativa perturbacdo do humor. Um episédio
depressivo é caracterizada por um periodo de humor quase diariamente deprimido ou
diminuicdo do interesse em atividades com duracdo de pelo menos duas semanas
acompanhada de outros sintomas tais como dificuldade de concentracdo, sentimentos
de inutilidade ou culpa excessiva ou inadequada, desesperanca, pensamentos
recorrentes de morte ou suicidio, alteragdes no apetite ou no sono, agitagao ou retardo
psicomotor, e reduzido de energia ou fadiga. Nunca houve quaisquer episodios
maniacos, hipomania, ou mistas anteriores, o que indicaria a presenca de um
transtorno bipolar. inclus@es: transtorno depressivo sazonal exclusfes: transtorno de
ajustamento (6B43) Bipolar ou transtornos relacionados (BlockL2-6A6) transtorno
depressivo episodio Unico (6A70).
Os sintomas associados a depressdo incluem tristeza persistente, sentimentos negativos
em relacdo a si mesmo, diminuicdo da satisfagdo com a vida, dificuldade em estabelecer e
manter vinculos emocionais, episodios frequentes de choro, perda de interesse e prazer nas
atividades, alteracdes no apetite, distdrbios do sono, reducéo da libido, fadiga e lentidao (Ferrari

et al., 2013; Fleck, 2009; Mascella, 2013).

1.2 NEUROTRANSMISSORES E GLICOCORTICOIDES E SUA RELACAO COM A
DEPRESSAO

Os neurotransmissores sa0 mensageiros quimicos que enviam sinais através da fenda
sinaptica entre as células nervosas encontradas em todo o corpo humano. Uma das causas para
reduzir, distorcer ou interromper a transmissao de sinais do sistema nervoso é a alteracdo dos
niveis de neurotransmissores (Guyton; Hall, 2014).

De acordo com Araljo et al. (2020), a causa quimica da depressdo se baseia na
diminuicdo das aminas biogénicas cerebrais como a serotonina, responsavel pelo estado
ansioso, obsessivo e compulsbes, a dopamina, que reduz a atencdo e motivacdo e a

noradrenalina, que aumenta a energia para atividades diarias, dentre outras.

1.2.1 A Serotonina e a depressao

A serotonina (5-hidroxitriptamina ou 5-HT) é um neurotransmissor importante no
sistema nervoso central, envolvido em diversas func¢des, como regulacdo do humor, do sono,
aprendizagem, do controle da temperatura corporal, entre outras. A sua sintese € realizada pela

enzima triptofano hidroxilase (TPH), que é responsavel pela conversdo do triptofano em 5-
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hidroxitriptofano (5-HTP), ou precursor da serotonina. Dessa forma, a enzima TPH é
considerada o regulador chave da biossintese de serotonina no cérebro (Duman; Voleti, 2012).

A fisiologia da 5-HT é complexa, sendo esta molécula a0 mesmo tempo, um
neurotransmissor e um neuromodulador (Veenstra et al., 2000). Ela é sintetizada e armazenada
em diversos sitios do organismo (Guyton; Hall, 1998) e age como inibidora das vias da dor, no
controle do humor e do sono (Amireault; Sibon; Cote, 2013).

No sistema nervoso central, a transmissdo serotoninérgica é regulada através da
recaptura da serotonina pelo seu transportador (Ni; Watts, 2006). Torrente e colaboradores
(2012) descreveram que a reacdo de sintese de 5-HT é catalisada pela enzima triptofano
hidroxilase que converte a L-triptofano em 5-hidroxitriptofano (5HT), conforme a Figura 1.

Figura 1 - Biossintese da Serotonina
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Fonte: Adaptado de Torrente; Gelenberg; Vrana, 2012

De acordo com Walther e colaboradores (2003), a triptofano hidroxilase (TPH) € a
enzima limitante da velocidade na via de biossintese da serotonina e desempenha uma funcao

importante na sua regulagéo. Até 2003 uma unica isoforma da proteina TPH havia sido relatada
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para os vertebrados, expressando-se em tecidos periféricos. Contudo, posteriormente foi
descoberta uma nova forma de TPH especifica do cérebro, que foi chamada TPH2.

Pesquisas mostram uma relacdo direta entre a depresséo e a diminuicdo da captacdo do
neurotransmissor serotonina e os niveis de triptofano, aminoacido aromatico essencial que atua
como precursor para a producdo de 5-hidroxitriptanina. Tanto o triptofano quanto as enzimas
envolvidas nesta via metabdlica, tem um papel importante na captacdo de serotonina
(Fernstrom, 1985; Feder et al.,2011; Rossi; Tirapegui, 2004).

O transporte de triptofano para o cérebro nao se relaciona apenas com sua concentracao
sanguinea, mas também com sua concentracdo relativa a dos aminoacidos neutros. Assim,
concentracOes dietéticas baixas de triptofano sdo associadas ao consumo elevado de
aminoacidos que competem pelo transporte através da barreira hematoencefélica, reduzindo o
conteddo de 5-HT no cérebro e alterando certos comportamentos associados a serotonina
(Rapport; Green; Page, 1948).

As principais fontes alimentares do triptofano sdo os alimentos de origem animal e
varios estudos demonstram que a sintese de serotonina cerebral pode ser modulada
dieteticamente através da oferta de macronutrientes (Rossi; Tirapegui, 2005; Fernstrom et al.,
2013; Lindseth; Heland; Caspers, 2015).

Entre os alimentos que possuem quantidade alta de triptofano podem ser citados: ovos,
leite, carne vermelhas e peixes (origem animal); e soja, batata, cereais, brocolis, couve-flor,

berinjela, kiwi, ameixa, banana, nozes e tomates (origem vegetal) (Peters, 1991).

1.2.2 Dopamina e deperessao

A dopamina é um neurotransmissor monoaminérgico, sendo uma catecolamina
encontrada em abundancia no cérebro, é sintetizada por neurdnios mesencefalicos na substancia
nigra (SN) e na area tegmental ventral, e sua principal via de sinalizagdo é chamada de via
mesolimbica e impulsiona comportamentos gratificantes ao ativar o sistema de recompensa do
cérebro (Kaufmann et al., 2021). Por esse motivo, esse neurotransmissor esta diretamente
envolvido na etiologia de varios distarbios neuropsiquiatricos, como depressdo, esquizofrenia,
transtorno de humor e déficit de atencéo e doenca de Parkinson (Healy-Stoffel, 2018).

Por pertencer a familia das catecolaminas, que sdo compostos derivados da tirosina, a
dopamina é produzida pelo cérebro pela conversdo do aminoacido tirosina em L-DOPA, com
auxilio da enzima tirosina hidroxilase (TH), sendo em seguida descarboxilada para formar a

dopamina, conforme a Figura 2 (Bahena-Trujillo; Flores; Arias-Montanho, 2000).
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Figura 2 - Sintese da Dopamina
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Fonte: Adaptado de Bahena-Trujillo; Flores; Arias-Montanho, 2000

A acdo dos receptores dopaminérgicos influencia a motivacdo ao se conectarem aos
receptores D1 e D2. Ao estimular receptores D1, a dopamina age de forma excitatoria, e
aumenta o sinal neuronal. jaao se ligar aos receptores D2, apresenta um efeito inibitorio,
bloqueando a sinalizacdo neuronal (Hubner, 2021).

O sistema dopaminérgico desempenha um papel significativo na regulacdo da
saciedade, dos comportamentos de procura de alimentos e do impulso motivacional para comer,
uma vez que o consumo alimentar de carboidratos, lipideos e proteinas esta diretamente
relacionado com a biodisponibilidade de aminas biogénicas, como dopamina, serotonina e
norepinefrina, que aceleram os processos fisioldgicos criticos no corpo (Wise, 2013).

As principais fontes alimentares de tirosina, precursor da dopamina, sdo queijo, soja,
carne bovina, cordeiro, porco, peixe, frango, nozes, ovos, laticinios, feijdo e grdos integrais
(Kihn et al., 2019).
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1.2.3 Glicocorticoides e depressao

Os glicocorticoides (GC) séo produzidos e secretados pelas glandulas suprarrenais e
desempenham papéis importantes em muitos Orgdos e sistemas. Participam na regulacéo
fisiolOgica e adaptacdo as situagdes estressantes. O mesmo se aplica ao ajuste da ampliddo da
resposta defensiva. Sua concentragao circulante é regulada pela adaptacéo do eixo hipotalamo-
hipdfise-adrenal (HPA), que é influenciado por fatores como ciclo circadiano, estresse e
feedback negativo (Faria; Longui, 2006).

Nas Ultimas décadas, pesquisas mostraram a relacdo entre a alteracdo HPA e a
depressdo, onde o GC aumentam a sensacdo de medo, angUstia, aumentando os sintomas
depressivos (Alheira; Brasil, 2005).

Os GCs atingem o seu pico de concentracdo nas primeiras horas da fase de alimentacdo, que
ocorre no inicio da noite em roedores e no inicio da manhd em humanos (Spiga et al., 2014). Os GCs
retém os niveis de glicose no sangue durante periodos de estresse ou jejum e entram em programas
metabdlicos entre diferentes 6rgdos (Patel; Williams-Dautovich; Cummins, 2014). Estudo de
Quagliarini e colaboradores (2019), realizado em camundongos, demonstrou que uma dieta
hiperlipidica aumenta a resposta hormonal diurna dos GCs.

1.3 GENETICA DA DEPRESSAO

Fatores genéticos desempenham uma funcdo significativa no desenvolvimento da
depressao, como indicado por pesquisas de familias e pesquisas em gémeos, que determinaram
0 componente genético como responsavel por aproximadamente 40% da predisposicdo para
desenvolver depresséo (Lafer; VVallada Filho, 1999).

Uma revisao sobre estudos com gémeos demostrou que a depresséo pode ter origem
familiar e sugeriu uma hereditariedade de 37%; no entanto, este transtorno complexo tem fortes
influéncias ambientais e psicossociais que, junto aos fatores genéticos, podem desencadear a
patologia atuando sinergicamente (Sullivan et al., 2000).

Diversos métodos tém sido usados para identificar genes envolvidos na depressdo. Estudos de
Genome-wide association (GWAS) identificaram variantes genéticas associadas a doenca e 0s genes
envolvidos. A metodologia GWAS comecou a fornecer variantes potencialmente associadas a doenca;
a medida que o nimero de pacientes testados aumentava e, atualmente, ap6s atingir o nimero de 322.580
pacientes analisados, 17 loci potenciais foram sugeridos (Howard et al., 2019).

A partir desse aumento de dados, Ormel et al. (2019), destacaram varios desafios para estudar
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variantes associadas a depressao, analisaram GWAS para depressdo que avaliaram mais de 80 loci e
entre eles a necessidade de priorizar genes causais e a importancia da frequéncia alélica dos genes

envolvidos, principalmente para estabelecer a arquitetura genética da depressao.

1.3.1 Polimorfismos da depressao

Estima-se que a variagdo genéetica entre humanos seja de tdo somente 0,5% (similaridade
de 99,5%) (Levy et al., 2007). Essas variacOes genéticas sdo conhecidas como polimorfismos
e podem incluir adicdo, delecdo ou alteracdo de bases nos genes, ocorrendo em sequéncias
codificadoras ou ndo-codificadoras, causando modificacBes qualitativas e/ou quantitativas nas
proteinas. Um dos tipos de alteracbes mais frequentes nas moléculas de DNA (acido
desoxirribonucleico), o polimorfismo de nucleotideo Gnico (SNP), tem sido extensivamente
estudado em termos de seu potencial papel no desenvolvimento de doengas (Pierce, 2009).

A funcédo dos genes mais pesquisados na depressao e seus polimorfismos associados a

doenca estdo descritos a continuagao.

1.3.1.1 Gene NR3C1

O gene NR3C1 (Nuclear Receptor Subfamily 3, Group C, Member 1) codifica um
receptor de GR que atua como fator de transcricdo, desempenha um papel decisivo na resposta
do organismo ao estresse e na regulacdo do eixo HPA, a partir da regulacdo da expressao de
varios genes envolvidos no sistema endocrino e no sistema nervoso central (Siamatras;
Stratakis, 2017).

As alteracBes no HPA tém sido implicadas na patogénese da depressdo (Juruena;
Clearea; Pariante, 2004; Lahti, et al., 2011) e variantes genéticas do gene NR3C1, incluindo
polimorfismos que afetam a sensibilidade do receptor de glicocorticoide, tém sido alvo de
varios estudos (Borcoi et al., 2021; Castelo-Branco et al., 2022). Dentre outras variantes
genéticas especificas, 0 SNP rs41423247, que resulta em uma diminuigdo da sensibilidade do
receptor de glicocorticoide, foi associado com o risco aumentado de depressao em dois estudos
(Won et al., 2016; Zobel et al., 2008).

1.3.1.2 Gene SLC6A2

O gene SLC6A2 (Solute Carrier Family 6 Member 2) codifica o transportador da
noradrenalina, esta localizado no cromossomo 16q12.2, e € responsavel pela recaptacdo de
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noradrenalina pelo nervo pré-sindptico (Bruss et al., 1993). Muitos estudos sugerem a
associacdo entre o polimorfismo de SLC6A2 e a depressdo, pois a noradrenalina é
neutransmissor envolvido em fungbes comportamentais e regulacdo de humor (Hahn et al.,
2008; Dong; Wong; Licinio, 2009; Kim et al., 2014). Dentre as variantes estudadas destacam-
se 51362621 e rs5564 com risco de depressdo e remissdo da doenca (Dong; Wong; Licinio,
2009), e rs2242446, rs28386840 e rs5569, associacdo com o desenvolvimento de depresséo e

risco de suicidio (Kim et al., 2014).

1.3.1.3 Gene SLC6A3

O gene SLC6A3 (Solute Carrier Family 6 Member 3) codifica o transportador de
dopamina, o qual desempenha um papel crucial na regulacdo da neurotransmissdo
dopaminérgica, e situa-se no cromossomo 5p15.33. A dopamina desempenha um papel
importante na regulacdo do humor e da motivacgéo, e qualquer alteracdo em sua funcdo pode
contribuir para os sintomas depressivos. (National Center for Biotechnology Information-
NCBI, 2023).

Estudos revelaram uma possivel associacdo entre a disfuncdo do gene SLC6A3 e o
desenvolvimento de distdrbios neuropsiquiatricos (Dong; Wong; Licinio, 2009; Yin et al.,
2015). Avaliou-se também, a depressao e remissao da doenca, sendo rs8179029 e rs2550936

as principais variantes estudadas (Dong; Wong; Licinio, 2009).

1.3.1.4 Gene TPH2

O gene TPH2 (Triptofano Hidroxilase-2) esta localizado no cromossomo 12qg21.1,
codifica um membro da familia hidroxilase de &cidos aromaticos dependentes de pterina. A
proteina codificada ativa a primeira etapa, considerada a etapa limitante, na sintese do
neurotransmissor serotonina (Cichon et al., 2008).

Diversos estudos relatam a relagéo dos polimorfismos desse gene com a depressao, entre
0S quais podemos citar as variantes rs1386494 rs1386495 rs7305115 na pesquisa de Nazree et
al. (2015); ou rs4570625, rs17110747, rs120074175, rs4290270, rs120074175 e rs4290270 que
podem estar significativamente associados a depresséo, a partir de metanalise (Liu et al., 2022).
Além destes outros trabalhos também tentaram entender a associacdo de polimorfismos da
enzima TPH2 e a depressdo (Shen et al., 2011; Illi et al., 2009).
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Dentro desta estratégia de avaliar polimorfismos do gene TPH2 em pacientes
depressivos, Pereira e colaboradores (2011), pesquisaram a populacdo brasileira, na qual
investigaram a associacdo de oito SNPs com a depressdao de inicio tardio em 84 pacientes
ambulatoriais com depressdo e 79 individuos do grupo controle, indicando uma associacdo
entre 0 gendtipo CT do SNP rs4565946 e a reducdo do risco de desenvolver depressdo
tardiamente. Quanto ao SNP rs11179000, os autores sugeriram que tanto o gendtipo
homozigoto AA quanto o alelo A aumentam o risco de depressdo tardia (Pereira et al., 2011).
Por outro lado, também foi observada a associacdo entre 0 SNP rs17110747 e a depressao
maior, ressaltando que a associacdo € significativa entre o alelo G e a depressao maior na

populagéo chinesa (Tsai et al., 2009).

1.4 BANCO DE DADOS DE POLIFORMISMOS GENETICOS

A novas metodologias que permitem a detecgdo e analise de polimorfismos de DNA por
sequenciamento massivo, modificaram os estudos sobre a genética humana. Do ponto de vista
da ciéncia aplicada, um dos maiores impactos dos estudos de polimorfismo € a possibilidade de
identificar variantes genéticas envolvidas em doencas. Contudo, eles também sdo muito
importantes para distinguir pequenas diferencgas dentro de uma populagéo ou entre populagdes
distintas (Barreiro et al., 2008).

Na atualidade, os polimorfismos populacionais sdo organizados em bancos de dados
genéticos disponiveis de forma gratuita para a comunidade cientifica. Existem algumas bases
de dados, entre as quais podem ser citados o projeto 1000 Genomas e HapMap,
que fornecem informagdes sobre variantes genéticas humanas, contendo SNPs e variaces
estruturais. Esses mesmos bancos de dados podem também ser acessados e consultados quanto
ao indice de desequilibrio de ligacdo entre as variantes genéticas (1000 Genomes Project
Consortium et al., 2013; Carr; Alfirevic; Pirmohamed, 2014).

O Projeto 1000 Genomas foi 0 primeiro projeto a sequenciar os genomas de um grande
namero de individuos (pelo menos 1.000), e teve como finalidade organizar polimorfismos,
organizando as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas de SNPs em diferentes
populacbes para fornecer um recurso abrangente sobre a variagdo genética humana. Como
resultados desse estudo foi possivel conhecer a localizacdo de uma grande quantidade de
variantes genéticas, estimar as suas frequéncias em diferentes grupos populacionais humanos,

detectar gendtipos e fornecer dados precisos de haplétipos para estes polimorfismos de DNA



27

humano em diversas populacoes (Siva, 2008; The 1000 Genomes Project Consortium et al.,
2010).

Sendo uma das base de dados mais importante, o Projeto 1000 Genomas ¢é
frequentemente usado em estudos do tipo GWAS (The 1000 Genomes Project Consortium et
al., 2010). Os estudos do tipo GWAS testam as variantes genéticas nos genomas de muitos
individuos para identificar associa¢fes genotipo-fendtipo e revolucionaram os estudos da
genética de doengas complexas. No entanto, este método é caro e demorado, e frequentemente
seus resultados ndo podem ser diretamente extrapolados para o entendimento da patologia
estudada, necessitando de confirmacéo pela avaliagcédo de diferentes populacGes. A maioria dos
estudos do tipo GWAS ¢ conduzida com individuos de uma populacdo especifica ou com
antecedentes geneticamente relacionados e, consequentemente, esses estudos sdo afetados por
vieses inerentes a estratificacdo populacional (Cardon; Palmer, 2003). Ao mesmo tempo, esta
metodologia é usada para identificar correlagdes entre variantes genéticas e caracteristicas, mas,
nem sempre fornece significados biolégicos, uma vez que nem sempre é conhecida a relacéo
entre uma variante genética e um determinado fenétipo. Isso torna mais dificil estabelecer uma
conexdo direta entre um gene e a caracteristica afetada (\Visscher et al., 2017).

Recentemente, o Instituto Nacional de Pesquisa do Genoma Humano financiou o
Consorcio de Referéncia do Pangenoma Humano (HPRC), com o objetivo de sequenciar e
montar genomas de individuos de populacGes diferentes e melhor compreender o cenéario
gendmico das diversas populacdes humanas (Human Pangenome, 2023).

O HPRC visa construir um genoma humano de referéncia mais completo com uma
representacdo grafica da diversidade do genoma global de telémero a telémero (Wang et al.,
2022).

A utilizacdo do rascunho do Pangenoma diminuiu os erros de descoberta de pequenas
variantes em 34% e aumentou 0 nimero de variantes estruturais detectadas por haplétipo em
104%, em comparagdo com fluxos de trabalho baseados na montagem GRCh38 do genoma
humano, que permitiram a tipagem da grande maioria dos alelos de variantes estruturais por
amostra (Liao et al., 2023).

No presente estudo, dados epidemioldgicos sobre depressdo maior obtidos da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e bancos de dados variantes, como o Projeto 1000
Genomas foram usados para avaliar uma hipdtese na baseada na seguinte premisa: se a
depressdo tem um componente genético forte, as variantes genéticas associadas a depressao,
em populagdes humanas com altas taxas de depressdo, deveriam estar elevadas; enquanto que

as variantes genéticas ndo associadas a depressao nao deveriam mostrar diferencas entre esses



28

grupos populacionais. Em contrapartida, populagdes com baixas taxas de depressao também
deveriam apresentar baixas frequéncias de variantes genéticas ja associadas & doenca. Para
avaliar esta hipdtese, como prova de conceito, escolhemos quatro genes (TPH2, NR3C1,
SLC6A2 e SLC6A3) que ja haviam sido genotipado em estudos de caso-controle envolvendo
depressao.

Se a hipotese estiver correta (ou seja, se as variantes genéticas associadas a depressdo
estiverem super-representadas em populacbes humanas com elevadas taxas de depressao),
entdo esta estratégia de estudo forneceria uma nova metodologia para colaborar no estudo de

doencas genéticas multifatoriais.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

a)  Associar polimorfismos genéticos do gene THP2, NR3C1, SLC6A2 e SLC6A3

com aspectos epidemioldgicos e comportamentais relacionados a depressao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)  Tabular as frequéncias alélicas e genotipicas dos diferentes polimorfismos do gene
THP2 em populag6es descritas nos bancos de dados 1000 genomas;

b)  Correlacionar a prevaléncia de depressdo em diferentes populagdes mundiais com
as frequéncias alélicas e genotipicas dos diferentes polimorfismos do gene THP2,
NR3C1, SLC6A2 e SLC6A3 em populacdes correlatas;

c) ldentificar marcadores potenciais de predisposicéo a doenca (depresséo) usando a
correlacdo entre os dados epidemiolégicos e as frequéncias de polimorfismos na
populacéo.

d)  Avaliar aspectos nutricionais e estilo de vida de pacientes depressivos,
correlacionando-se com os sintomas apresentados:

- analisar polimorfismos associados a depressao;
- avaliar a ingestdo de triptofano na dieta de pacientes depressivos;

- correlacionar o polimorfismo da enzima TPH2 e a dieta.
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Abstract: Background: According to GWAS, which analyzes large amounts of DNA variants in

case-control strategies, the genetic differences between two human individuals do not exceed 0.5%.

As a consequence, finding biological significance in GWAS results is a challenging task. We propose
an alternative method for identifying disease-causing variants based on the simultaneous evaluation
of genome variant data acquired from public databases and pathology epidemiological data. This
method is grounded on the following premise: If a particular pathology is common in a community,

genetic variants that confer susceptibility to that pathology should also be common in that population.

Methods: Three groups of genes were evaluated to test this premise: variants related to depression
found through GWAS, six genes unrelated to depression, and four genes already genotyped in
case-control studies involving depression (TPH2, NR3C1, SLC6A2 and SLC6A3). In terms of GWAS
depression-related variants, nine of the 82 SNPs evaluated showed a favorable correlation between
allele frequency and epidemiological data. As anticipated, none of the 286 SNPs were correlated in the
neutral group. In terms of proof of concept, two THP2 variants, 26 NR3C1 variants and four SLC6A3
variants were found to be related to depression rates and epidemiological statistics. Conclusions:
Together with data from the literature involving these SNPs, these correlations support this strategy
as a complementary method for identifying possible disease-causing variants.

Keywords: depression; variants; polymorphisms; genome projects; biodate; databases

1. Introduction

Several molecular approaches to detection and analysis of DNA variants that have
been developed in recent years have altered the dynamics of genetic studies, enabling the
identification of slight differences both within and between human population groups. In
medical approaches, the study of genetic variation comparing cases and controls allows
for identifying specific genetic variants associated with diseases, which can be used as
biomarkers for early diagnosis or to monitor progression of the disease [1]. A vast amount
of information regarding human DNA variants is currently stored in genetic databases
accessible to the scientific community. The 1000 Genomes Project stands out among these
databases because it provides access to information about human genetic variants, such
as single nucleotide polymorphisms (SNPs) and structural variations. This database also
allows for an evaluation of genetic variant linkage disequilibrium. High-coverage (30X)
allelic and genotypic frequencies were available for 2054 individuals from 26 human
populations around the world [2-5] until August 2020, when 698 additional samples were
added [6]. The 1000 Genomes Project was designed to create public genome-wide databases
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and is frequently used in conjunction with genome-wide association studies (GWAS), a
broader method that identifies SNPs associated with disease susceptibility or resistance by
genotyping hundreds of thousands of loci using a case—control strategy [7,8].

Currently, a number of monogenic diseases are readily diagnosed, allowing for prompt
and precise treatment recommendations. Nonetheless, a significant number of diseases
have a complex genetic component, indicating a multifactorial etiology [¢].

Depression is one of the complex diseases for which GWAS approaches have already
provided some information about potential variants and loci associated with the disease,
and more consistent results are obtained as the number of patients tested grows. Despite
this, the identification of more than 80 loci associated with depression provides a number
of challenges to the study of depression-associated variants [10,11]. Among them are the
need to prioritize causal genes and the significance of allelic frequency, primarily for estab-
lishing the genetic architecture of depression. In addition, GWAS cannot explain specific
biological characteristics of the disease, such as the physiological mechanisms beyond a
given association; thus, additional approaches are necessary to meet such demands.

Taking into account the vast amount of information on human DNA variants and
global epidemiological data available in various databases and databanks pertaining to a
variety of pathologies, we propose the following evaluation: If a given pathology is highly
prevalent in a particular population, then genetic variants conferring susceptibility to this
disease should also be prevalent in that population.

In the current study, our hypothesis is examined utilizing data on major depression
(OMIM 608516) from the World Health Organization (WHO) and variant databases such
as the 1000 Genomes Project. As already mentioned, genetic variants associated with de-
pression in the genetic variant database should be overrepresented in human populations
with high depression rates, whereas genetic variants not associated with depression should
not show differences between these population groups. In contrast, populations with low
depression rates should also have low frequencies of genetic variants already associated
with the disease. As a proof of concept, we chose four genes (TPH2, NR3C1, SLC6A2 and
SLCA3) that had previously been genotyped in case-control studies involving depression.
If our hypothesis is correct (i.e., if genetic variants associated with depression are overrep-
resented in human populations with high depression rates), then this new method would
provide evidence for this claim.

2. Materials and Methods
2.1. Choosing Allelic Variants and Obtaining Their Frequencies for Different Human Populations

Three groups of genes were analyzed to assess the correlation hypothesis: (a) variants
associated with depression identified in genome-wide association studies (GWAS), from
Howard, Amare, Wray and Hyde [11-14]; (b) variants in genes not previously associated
with depression (ACT, B2M, EEF2, GAPDH, PLEK2 and PPIA); and (c) variants in four genes
already examined in case-control studies involving depression (TPH2, NR3C1, SLC6A2 and
SLCA3). Using the Variant Annotation package in R software to process the VCF files [15],
allele and genotype frequencies of these variants were obtained for different populations
available through the 1000 Genomes Project (https://www.internationalgenome.org/)
accessed on 5 May 2021.

2.2. Statistical Analysis

Using R software, the allelic and genotype frequencies of each population were sub-
jected to Pearson’s correlation test against the depression rates inferred for each population.
The depression rates for each human population were obtained from the World Health
Organization [16].

The analysis was performed with a 99% confidence level (p < 0.01). Due to linkage
disequilibrium (LD), the SNPs tested were not entirely independent; therefore, p-value
correction was not applied. In this way, the potential inherent uncertainties resulting from
multiple tests were taken into account when interpreting the results.
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The maximum allele frequency (MAF) was calculated using three models: first, the
maximum allele frequency was exaggerated when a monogenic recessive model with
complete penetrance was considered, where MAF = (depression rate). We also considered
the Whiffin et al. [17] model, which considers MAF < 0.10, and the Sullivan et al. [18] model,
which considers MAF < 0.01. The hypothesis testing is described in the flowchart presented
in Figure 1.

FENOTYPE
FREQUENCIE

RELATED TO
THE DISEASE

DISEASE RATE
FOR EACH
HUMAN
POPULATION

CORRELATION
TEST

1
. (\“I) | |

TARGET SNPs

Figure 1. Flowchart representing the hypothesis testing. MAF = maximum allele frequency, used to
filter SNPs after Pearson’s correlation test.

2.3. Linkage Disequilibrium
The genetic SNPs that showed a correlation with depression were evaluated using

the LDlink (https:/ /ldlink.nci.nih.gov/), accessed on 20 July 2021, online suite tools [19].

To evaluate SNPs with complete linkage, they were submitted to the LDHap tool with all
populations selected for analysis. The SNPs that did not demonstrate complete linkage were
evaluated in pairs using LDpair with the All Populations option selected. The association
of these SNPs with GWAS-studied traits was then evaluated using LDassoc [20], and the
association with changes in gene expression was assessed using LDexpress, selecting all
tissues in all populations and setting an R2 value > 0.3, p < 0.1, and linkage with SNPs
located up to 50,000 bases. SNPclip was then used to evaluate the presence of SNPs
potentially associated with depression in commercial genotyping platforms.
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3. Results
3.1. The Correlation Approach Detected Significant Variants in GWAS-Associated Data But Not in
the Postulated Unrelated Genes

Using the correlation method, a total of 82 SNPs in genes potentially associated
with depression were tested against depression rates. Nine of these eighty-two SNPs
(10.97%) correlate positively with the depression rates in the different populations. After
stratification according to different maximum allele frequency (MAF) models, one SNP
presented a positive correlation with depression, with an allele frequency between 0.01
and 0.10 (rs17727765), and another eight SNPs showed correlations with depression, with
allele frequencies ranging from 0.10 to 0.33. Table 1 provides specific details about the
SNPs that correlate. Table S1 presents the correlation values for all variants associated with
depression in GWAS.

Table 1. Distribution of allele frequencies corresponding to the GWAS variants correlated with depression.

A"‘:Il:e!::; ::veency Total sigRR sigAA SNP (Allele Frequency/Correlation p-Value) *
<0.01 0 0 0
0.01-0.1 4 0 1 1517727765 (AFr = 0.03, p = 0.004);
0.1-0.33 2 0 4 1rs7200826 (AFr = 0.15, p = 0.003); rs112348907 (AFr = 0.27, p = 0.007);
o rs2422320(AFr = 0.29, p = 0.0002); rs2422321 (AFr = 0.29, p = 0.0001)
0.33-0.66 38 0 0 sty
0.66-0.9 18 4 0 1s10929355 (AFr = 0.69, p = 0.010); rs4904738 (AFr = 0.71, p = 0.002);
R 157044150 (AFr = 0.84, p = 0.003); rs1354115 (AFr = 0.81, p = 0.004)
0.9-0.99 0 0 0 —_—
>0.99 0 0 0 R

* SNPs filtered by the frequency of the allele associated with depression rates. AFr = Allele frequency of the
correlated allele.

To evaluate variants of genes not previously associated with depression, we chose
genes frequently used as normalizers in studies of relative gene expression: ACTB (21 SNPs),
B2M (36 SNPs), EEF2 (68 SNPs), GAPDH (39 SNPs), PLEK2 (121 SNPs) and PPIA (121 SNPs).
Using the allele and genotype frequencies of these 331 variants, the correlation test reveals
that none of them are associated with depression rates. Table S2 displays the results of the
correlation test using variants of these genes.

3.2. Proof of Concept: The TPH2, NR3C1 and SLC6A3, but Not the SLC6A2 Gene Variants, Were
Associated with Depression

The correlation method was applied to variants of four genes previously investigated
in case-control studies in relation to depression. The correlation between 550 variants
of the TPH2 gene and depression rates in human populations from around the world
was examined. According to the results, shown in Table S3, two SNPs showed a positive
correlation (0.4%). As shown in Table 2, one SNP (rs7298203) could be correlated with de-
pression if MAF < 0.1, and one SNP (rs4760820) could be potentially correlated if MAF < 0.3
is considered.

The evaluation of 562 variants of the NR3C1 gene is detailed in Table S4. As shown
in Table 3, 26 SNPs (4.6%) correlated with depression, with 11 SNPs presenting MAF 0.1
and 15 SNPs potentially correlating using the most permissive model after maximum allele
frequency filtering, with MAF 0.3.

Four SLC6A3 gene SNPs (1.1%) were associated with depression (rs13189021, rs10052016,
1562331084 and rs10053602); in all cases, the frequencies of the alleles involved were within
the most permissive model (MAF < 0.33), as shown in Table 4. The information regarding
the SLC6A2 and SLC6A3 gene variants is shown in Tables S5 and S6, respectively.
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Table 2. Distribution of the allele frequency corresponding to the TPH2 gene variants correlated
with depression.

Alternative . . SNP (Allele Frequency/Correlation
Allele Frequency Total SigRR sigAA p-Value) *
<0.01 103 0 0 o
0.01-0.1 162 0 0 R
0.1-0.33 101 0 1 54760820 (AFr = 0.179. p = 0.002);
0.33-0.66 122 [\ 5 e
0.66-0.9 57 0 0 amnnaas
0.9-0.99 3 1 0 157298203 (AFr = 0.974. p = 0.008)
>0.99 0 0 0 e
* SNPs filtered by the allele frequencies of the allele correlated with depression rates, according to the models
reported in the “Materials and methods” section.
Table 3. Distribution of the allele frequency corresponding to the NR3C1 gene variants correlated
with depression.
Alternative . . i %
Allele Frequency Total sigRR sigAA SNP (Allele Frequency/Correlation p-Value)
<0.01 225 2 I e
rs116798177 (AFr = 0.02, p = 0.004); rs142327762 (AFr = 0.04, p = 0.002);
rrs61752263 (AFr = 0.04, p = 0.002); rs55817235 (AFr = 0.04, p = 0.002);
0.01-0.1 167 0 1 11556150733 (AFr = 0.04, p = 0.002); rs72801051 (AFr = 0.05, p = 0.002);
o 1rs72801054 (AFr = 0.05, p = 0.002); rs141755899 (AFr = 0.05, p = 0.002);
rrs72801080 (AFr = 0.05, p = 0.002); rs10515522 (AFr = 0.05, p = 0.002);
rrs72802806 (AFr = 0.09, p = 0.010)
5258814 (AFr =0.21. p = 0.004); rs13155635 (AFr = 0.28. p = 0.010);
rs860457 (AFr = 0.21. p = 0.006); rs852979 (AFr = 0.21. p = 0.007);
rs852982 (AFr = 0.21. p = 0.004); rs190488 (AFr = 0.21. p = 0.007);
0.1-0.33 126 0 14 rs33380 (AFr = 0.21. p = 0.01); rs34158792 (AFr = 0.23. p = 0.020);
rs61752282 (AFr = 0.21. p = 0.01); rs111440401 (AFr = 0.15. p = 0.008);
51866388 (AFr =0.21. p = 0.009); rs10053679 (AFr =0.22. p = 0.012);
1541423247 (AFr = 0.25. p = 0.001); rs11747997 (AFr = 0.21. p = 0.009);
0.33-0.66 27 0 0 R —
0.66-0.9 6 1 0 rs1837262 (AFr = 0.77. p = 0.01)
0.9-0.99 11 0 0 E—
>0.99 0 0 0 e
* SNPs filtered by the allele frequencies of the allele correlated with depression rates, according to the models
reported in the “Materials and methods"” section.
Table 4. Distribution of the allele frequency corresponding to the SLC6A3 gene variants correlated
with depression.
Altarsative Total sigRR sigAA SNP (Allele Frequency/Correlation p-Value) *
Allele Frequency
<0.01 40 0 0 -
0.01-0.1 183 0 0 B
01-033 80 0 " 513189021 (AFr = 0.08, p = 0.001); rs10052016 (AFr = (.18, p = 0.002);
1rs62331084 (AFr = 0.09, p = 0.003); rs10053602 (AFr = 0.18, p = 0.007);
0.33-0.66 66 0 0 B
0.66-0.9 5 0 0 -
0.9-0.99 2 0 0 ————
>0.9 1 0 0 ——

* SNPs filtered by the allele frequencies of the allele correlated with depression rates, according to the models
reported in the “Materials and Methods” section.
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3.3. Linkage Disequilibrium and Variant Effects on Traits and Gene Expression

According to the analysis, the correlation between the TPH2 SNPs (rs7298203 and
rs4760820) and depression rates (rs7298203 and rs4760820) was not strong (R2: 0.0052).
According to the LDtrait Tool, none of the variants discovered to be linked to diseases in
GWAS studies are associated with disease (R2: 0.0052). Although the rs4760820 variant is
present on 25 of the 55 platforms analyzed with the SNPchip tool, the rs7298203 variant is
absent from every platform.

When the variants of the NR3C1 gene correlated with depression were evaluated
with the LDhap tool, two blocks with complete linkage (D’ = 1.0 and R2 = 1.0), herein
called Block 1 (rs10053679, rs34158792, rs860457, rs852979, rs258814, rs852982, rs190488,
rs33380, rs61752282, rs1866388, rs11747997, rs1837262) and Block 2 (rs142327762, rs61752263,
rs55817235, rs56150733, rs72801051, rs72801054, rs141755899, rs72801080, rs10515522) were
revealed, as shown in Table 5. These blocks have a high D (D = 1.0) but a low R2 (0.1642)
value between them. Block 2 alleles with a lower frequency (0.044) are completely linked to
Block 1 alleles with a lower frequency (0.221).

Table 5. Linkage disequilibrium of the variants correlated with depression.

Gene Linkage SNPs

TPH2 —-
Block 1 rs10053679, rs34158792, rs860457, rs852979, rs258814, rs852982,
NR3C1 rs190488, rs33380, rs61752282, rs1866388, rs11747997, rs1837262
Block 2 rs142327762, rs61752263, rs55817235, rs56150733, rs72801051,
rs72801054, rs141755899, rs72801080, rs10515522
SLC6A3 rs10052016; rs10053602

Among the five variants outside these two blocks, rs111440401 displays high linkage
disequilibrium with Block 1 variants (D": 0.9984 and R2: 0.6589), and rs72802806 displays
linkage with Block 2 variants (D’ = 0.843 and R2 = 0.356). Other variants (rs116798177,
1572802806, rs13155635, rs111440401 and rs41423247) were neither highly linked to variants
of these two blocks nor to variants of the other block.

To analyze the association between NR3C1 gene variants and variations in gene
expression, the LDexpress tool was applied to one variant from each block and five variants
outside the blocks. rs111440401 and the Block 1 variant were associated with alterations in
NR3C1 gene expression in the arteries and aorta. Concerning the rs41423247, rs13155635
and rs72802806 variants, the alleles associated with depression are associated with changes
in the NR3C1 expression level in the esophagus and mucosa. The Block 2 variants were
unrelated to NR3C1 expression changes.

The LDtrait evaluation revealed that the variants in Block 1 were associated with
variations in hematocrit or hemoglobin concentrations, whereas no association was found
for the Block 2 variants.

The rs111440401 variant, which was absent from all platforms evaluated with the
SNPchip tool, could not be directly associated with trait or gene expression using the
LDLink suite tools. The rs72802806 variant was associated with globulin-binding sex
hormone levels, but it could only be evaluated on eight of the 55 platforms analyzed
with SNPChip.

The analysis of SLC6A3 variants revealed that rs10052016 and rs10053602 are com-
pletely linked, as shown in Table 5. The linkage disequilibrium between rs62331084
and rs13189021 is low, as with rs10052016/rs1003602. In addition, neither rs62331084
nor rs13189021 was associated with altered gene expression levels. On the other hand,
rs10052016/rs10053602 inhibit the testicular expression of SLC6A3.

None of SLC6A3 variants was directly involved with traits in the GWAS catalog
according to the LDtrait tool, and the SNPchip tool showed that each of the four variants
can only be evaluated in a few of the 59 platforms consulted; at the same time, the platforms
that allow the analysis of rs10052016/rs10053602 (six and three platforms, respectively)
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do not allow the analysis of rs13189021 (seven platforms) and rs62331084 (four platforms),
and vice versa.

4, Discussion

Development of the Human Genome Project allowed for innovations in medical
research, resulting in improved approaches to diagnosis, better understanding of the
genetic basis of disease, and the creation of more effective treatments [21]. In this new
medical context, understanding the genetic variation of individuals should be regarded as
a crucial tool for both easing the quest for accurate and early disease diagnosis and driving
the development of novel disease treatments.

Although the diagnosis and treatment of monogenic diseases are comparatively
straightforward, this is not the case for diseases with multifactorial etiologies and complex
genetic traits [9]. Currently, genome-wide association studies (GWAS) are the most preva-
lent technique for assessing such complex diseases. However, such research is quite costly
and time-consuming, and its results cannot be extrapolated to other human populations.
The majority of GWAS studies are conducted using individuals from a specific population
or populations with a genetically related background. Consequently, these studies are
frequently affected by the inherent bias of population stratification [22]. Therefore, a large
sample size is required to obtain statistically significant results. Using 135,458 cases and
344,901 controls, a genome-wide association meta-analysis identified 44 independent and
significant loci related to major depressive disorder [12]. In this regard, such methods are
both costly and time-consuming.

GWAS is also used to identify correlations between genetic variants and traits, but it
does not always provide obvious biological explanations, because a direct link between
a genetic variant and a specific trait is not always known. This makes it more difficult
to establish a direct connection between a gene and a particular mechanism or character-
istic [23]. Therefore, complementary approaches to GWAS studies are welcome, such as
using maximum allele frequency [17] and gene ontology or pathway-based tests [24].

In this research, we evaluated the logic underlying a complementary method for iden-
tifying DNA variants that may be associated with a particular phenotype. The proposal is
predicated on the premise that if a given pathology is highly prevalent in a specific popula-
tion, then genetic variants conferring susceptibility to this disease should also be prevalent
in that population. Consequently, we hypothesize that the correlation of epidemiological
data from various populations with their allelic and /or genotypic frequencies could reveal
potential loci or variants that should be further studied as genetic risk factors for the disease
in question. Consequently, we could concentrate on variants with high penetrance among
the set of potentially involved variants.

Depression was chosen to evaluate our hypothesis because it is one of the most preva-
lent psychiatric disorders and stands out among the complex diseases with a significant
impact on the global population. This disease has a multifactorial etiology, as both genetic
and environmental factors contribute to its development [15]. Additionally, epidemiolog-
ical data on depression are available for various human populations. Regarding genetic
factors, four alternative genetic architecture models for depression have been proposed,
namely: the rare allele model, the broad-sense heritability model, and the omnigenic model
are concerned with allele frequencies, whereas the infinitesimal model is not (discussed by
Ormel et al. [10]).

The environment plays a significant role in the development of depression, but genetics
also plays a major part; therefore, our hypothesis predicts that the frequency of alleles
previously associated with depression should be correlated with regional variations in the
prevalence of depression. In light of the availability of epidemiological data regarding
the prevalence of depression in various human populations around the world [16], we
conducted a Pearson’s correlation test against genetic variants clustered into three groups,
as already mentioned. The first group consisted of more than eighty variants previously
described as being associated with depression in GWAS [11-14], with the assumption
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that they should have a positive correlation with global depression rates. The second
group consisted of frequently used endogenous genes in gene expression experiments
(ACT, B2M, EEF2, GAPDH, PLEK2 and PPIA) that were unrelated to depression. The
assumption was that there would be no correlation between depression rates and this
group, and, consequently, they would serve as a neutral or “negative control”. As a final
step, variants from four genes commonly evaluated in genotyping case-control studies
involving individuals with major depression (TPH2, NR3C1, SLC6A2 and SLC6A3 genes)
were analyzed as a confirmatory positive group, a proof-of-concept approach.

Before performing the analyses, three maximum allele frequency intervals were deter-
mined, taking into consideration the fact that this model targets genes with a significant
effect on the heritability of depression. In these intervals, we used a maximum allele
frequency of 0.33, which was derived from the global depression frequency, the limit of
0.1 based on data from Sullivan et al. [18], and 0.01 based on data from Whiffin et al. [17].
Due to the sample size of the 1000 Genomes Project, it would be impossible to use lower
allelic frequencies in our analysis because the robustness of the analyses would be compro-
mised. As additional populations with the same coverage level are added to this or similar
databases in the future, it will be possible to further reduce these limits.

None of the 331 variants in the negative control group were associated with the epi-
demiological data. Notably, the results of this evaluation were used to research case-control
studies in the scientific literature. However, none of the nine SNPs that our study found to
be significant in case-control studies on depression had ever been evaluated.

Positively associated candidate genes from GWAS depression research revealed that
nine of the 81 assessed variations were connected with depression rates; however, none of
the 331 evaluated variants in the negative control group were associated with the epidemi-
ological data. Notably, the findings of this evaluation were used to search the literature for
information on case-control studies. However, none of the nine SNPs identified as relevant
in our analysis had ever been examined in case—control studies of depression.

As proof of concept, the same method was used to evaluate different genetic variants
of four commonly studied genes in case-control studies of depression. Two SNPs from
the TPH2 locus (rs4760820 and rs7298203) were found to be associated with depression
rates; however, only rs4760820 presents literature-based evidence of an association. While
Utge etal. [25] conducted a study in the Finnish population showing an association, Pereira
et al. [26] found no significant association between rs4760820 and depression in a Brazilian
cohort. Notably, the GG genotype was associated with other psychiatric conditions, such
as bipolar disorder [27,28].

Concerning the SLC6A3 gene, the literature contained no information regarding the
correlation between the four SNPs linked to depression by our method and depression.
However, several of them were evaluated for psychiatric and other behavioral disor-
ders. Attention deficit hyperactivity disorder (ADHD) was associated with the rs13189021
variant [29,30]. SNP rs10052016 was associated with cognitive performance and alcohol
dependence in the Irish Affected Sib Pair Study of Alcohol Dependence [31], whereas
SNP rs10053602 was associated with cognitive performance in the Diabetes Heart Study, a
familially enriched cohort with Type 2 Diabetes [32].

The NR3C1 gene presented 26 variants significantly related to depression by the
correlation method, but only two SNPs (rs41423247 and rs1866388) had been previously
evaluated in relation to depression in the scientific literature. Two case—control studies
on depression evaluated SNP rs41423247, with contradictory results. In contrast to the
findings by Tan et al. [33] regarding perinatal depression, the homozygous genotype for
the minor allele was significantly associated with the hippocampus shape and the integrity
of the white matter of the para-hippocampal cingulate in a study of patients with major
depressive disorder [34]. Regarding the rs1866388 SNP, Zobel et al. [35] analyzed seven
NR3CI gene SNPs in a German population and discovered a statistical association between
rs1866388 (GG genotype) and depression, corroborating our findings.
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As a large number of NR3C1 gene variants are associated with depression, we per-
formed linkage analyses between these SNPs using the LDlink tool, resulting in the discov-
ery of four independent alleles and two linkage blocks. The same method applied to the
SLC6A3 gene variants revealed four allelic variants, two with low linkage disequilibrium
(rs13189021 and rs62331084) and two with complete linkage disequilibrium (rs13189021
and rs62331084). Importantly, many of the variants that showed a positive correlation in
our study are not included in the sequencing platforms that are typically used for GWAS
or are only included in a few of them. Consequently, the procedure herein proposed can
provide more information about genetic links to diseases, even about variants that were
not, or insufficiently, examined in GWAS.

Finally, a recent study by Couto-Silva et al. [36] can be used as an example of an
approach in which epidemiological data and the frequencies of a given variant in different
populations of humans can generate very interesting results. The authors were able to
demonstrate an intense natural selection signal in a set of genes related to Trypanosoma cruzi
infection by analyzing genomic data from 19 Amazonian native populations and cross-
referencing variant frequency data with Chagas disease incidence data in this region. Such
a result suggests that approaches employing methodologies based on similar precepts as
the one herein described might be useful for identifying genetic factors associated with
susceptibility to infectious diseases.

5. Conclusions

In conclusion, the findings of this study suggest that it may be possible to identify
genetic markers associated with specific diseases if the allele and genotype frequencies
are statistically analyzed and compared to epidemiological data about these diseases in
various human populations. This method can be used as a supplement to evaluate the
results of genome-wide association studies (GWAS). It can also be used to evaluate variants
that are not included in GWAS platforms, providing us with new and useful information
about targets, genes or variants that can be investigated as potential biomarkers in various
circumstances. Compiling different studies of human genomes into a single database that
groups individuals sequenced by country, allowing researchers to enter the phenotypic
frequencies of the trait to be evaluated and returning the possible genetic variants correlated
with the trait to be evaluated, would be of great interest. We emphasize the significance
of linkage analysis for interpreting the output of the correlation method. Finally, it is
important to highlight that this is a study performed using like data stored in several
distinct databases, and therefore, our interpretations are dependent on how accurate these
databanks are. Moreover, as a proposal mainly based in approaches in silico, our results
should be taken with caution and mainly as suggestive of new targets for more conclusive
experimental and population studies.
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S6—Pearson’s correlation test with the SLC6A3 variants.
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ABSTRACT

Depression is a mental condition that affects more than 322 million people worldwide. The
nutritional status of individuals diagnosed with depression may change. Individuals with
depression may experience changes in eating habits and weight changes. The main objective of
this study is to relate the nutritional aspect and lifestyle of depressive patients with the
symptoms presented. Through a case-control study, nutritional status, depressive symptoms
with the Beck II Inventory, physical activity, tobacco and alcohol consumption, and family
history were investigated. The sample consisted of 389 individuals (217 depressive and 172
controls) with a mean age of 45.6+15.6 years (range 16 to 83 years), most of them female
(78.1%). In the results obtained, most patients with depression had severe symptoms of
depression. Depression was associated with a higher body mass index (BMI) and obesity.
Patients with depression were less likely to consume alcohol but more likely to smoke. It is
concluded that individuals with depression have a higher prevalence of overweight, smoking,
family history of depression and use of medications. A multidisciplinary approach is critical for
treating depression and improving patients' quality of life.

Keywords: nutritional status, lifestyle, depression.

RESUMO

A depressao € uma condi¢@o mental que afeta mais de 322 milhdes de pessoas em todo o mundo.
O estado nutricional de individuos com diagnéstico de depressdo pode sofrer alteragdes.
Individuos com depressdo podem apresentar mudangas nos hdbitos alimentares e alteracdo de
peso. O presente trabalho tem como principal objetivo, relacionar o aspecto nutricional e o
estilo de vida de pacientes depressivos com os sintomas apresentados. Através de um estudo
caso-controle, investigou-se o estado nutricional, sintomas depressives com o Inventdrio de
Beck II, atividade fisica, consume de tabaco e dlcool e histéria familiar. A amostra foi
constituida por 389 individuos (217 depressivos e 172 controles) com média de idade de
45,6+15,6 anos (intervalo de 16 a 83 anos), a maioria do género feminino (78,1%). Nos
resultados obtidos a maioria dos pacientes com depressdo tinha sintomas graves de depressdo.
A depressdo estava associada a um indice de massa corporal (IMC) mais alto e obesidade.
Pacientes com depressdo eram menos propensos a consumir dlcool, mas mais propensos a
fumar. Conclui-se que os individuos com depressdo tém maior prevaléncia de excesso de peso,
tabagismo, histérico familiar de depressio e uso de medicamentos. Uma abordagem
multidisciplinar é fundamental para o tratamento da depressdo e para melhorar a qualidade de
vida dos pacientes.

Palavras-chave: estado nutricional, estilo de vida, depressao.

1 INTRODUCTION

According to the World Health Organization (WHO) (2017), depression is a mental
condition that affects more than 322 million people worldwide. Moreover, there were 34.2%
more cases between 2013 and 2019 in Brazil, where it is predicted that 16.3 million adults over
the age of 18 suffer this illness (BRAZILIAN INSTITUTE OF GEOGRAPHY AND
STATISTICS, 2020). Depression may occur at any stage of life, but it becomes particularly

common in middle age and in the transition from adolescence to adulthood. Women are the
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group most susceptible for developing depressive states due to the hormonal changes to which
they are exposed (MORSSINKHOF et al., 2020).

Stressful circumstances and biological alterations, such as a decline in monoaminergic
neurotransmitters like noradrenaline, dopamine, and serotonin, are among the illnesses primary
initiators (CHAVEZ-CASTILLO et al., 2019; IBANEZ et al., 2014).

The World Health Organization (WHO, 2022) describes depressive syndromes as
psychiatric, chronic, recurrent diseases that reflect complex mental disorders, highlighting them
as a global public health issue. The symptoms of these pathologies include irritability and
intolerance in a variety of circumstances, as well as lack of motivation for performing routine
daily tasks. Concomitantly, depressive individuals also exhibit changes in appetite, sleep, low
self-esteem, exhaustion, and death-related thoughts, which frequently can result in suicide. The
assertiveness of the disease diagnosis increases with the severity of the symptoms (PARK;
ZARATE, 2002).

Changes in food habits may occur among individuals who have been diagnosed with
depression. Because the disease creates emotional imbalance, the symptoms brought on by
these changes may alter food intake, which might alter the patients' body weight. Additionally,
due to the clinical condition and the aforementioned symptoms, it is more frequent that people
seek for food options with low nutritional content that have an impact on the quality of the food
items consumed (GIBSON-SMITH et al., 2020; LAZAREVICH et al., 2018; PAGLIAI et al.,
2021).

Drug therapy is another element that may affect food intake and, as a result, how much
people weigh. This is because antidepressants, which are frequently used to treat depression,
can influence changes in body weight. There is more weight gain over time when these drugs
are continuously taken, according to some studies (GAFOOR; BOOTH; GULLIFORD, 2018).

Therefore, it is crucial to manage a patient's diet when diagnosed as depressive in order
to prevent undesirable weight gain and potential disorders linked to nutritional status
(GAFOOR; BOOTH; GULLIFORD, 2018). However, it is important to take into account
that some studies suggest that depressive patients may have a drop in appetite at the start of
their treatments, which might result in unintentional weight loss (FERNSTROM: KUPFER,
1988).

For the reasons outlined above, a careful nutrition actively contributes to improving
health by promoting a better standard of life through appropriate food choices. Tryptophan,
zinc, copper, iron, magnesium, and B-complex vitamins are suggested as nutrients that will help

the Central Nervous System operates properly since depression directly impacts this system.
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According to some studies, a low intake of such nutrients can increase the risk of depression,
mostly because fewer neurotransmitters are produced (LIEBERMAN; AGARWAL;
FULGONI, 2016; QUAN et al., 2023).

As previously mentioned, mood swings, a decline or loss of interest in activities, low
self-esteem, anxiety, and lack of focus are some of the key signs of depression (FRIED; NESSE;
STOPA et al., 2015). Therefore, taking into account the reports of nutritional alterations in
patients with depression and the importance of a balanced healthy diet and lifestyle (physical
activity practice and no alcohol consume or smoking) for the treatment and/or prevention of
depression (GENG et al., 2019; WANG et al., 2018), the main objective of this work is to
evaluate nutritional aspects and lifestyle of depressive patients, correlating with the symptoms

presented.

2 METHODS

This is a case-control study including patients with depression previously diagnosed
according to the International Code for Depression (F32-33) (WHO, 1996) and based on the
medical records of individuals assisted at the Psychosocial Support Center (Centro de Apoio
Psicossocial, CAPS) in the municipality of Alegrete-RS, Brazil.

Patients diagnosed with depression and over 20 years old who sought care at the
Psychosocial Care Centers (CAPSs) of municipality of Alegrete, were invited to participate at
this study. Those accepting the invitation were included, composing the Depression Cases
Group (DCG).

CAPSs are public units that serve as articulating structures in the health services network
and have a multidisciplinary health team, due to the complexity of the services provided. They
assist patients who suffer from severe and persistent mental disorders, offer clinical and
psychosocial rehabilitation care, avoiding hospitalizations and favoring social inclusion of users
and their families (BRAZIL, 2002). Depression is one important mental disorder that deserves
attention in the public health field (PUSSETTI, 2009).

Patients who had some disability that prevented them from understanding the
questionnaires and/or those with any condition of vulnerability or whose autonomy was
potentially compromised by the psychopharmacological intervention were excluded from
the study.

People without a depression diagnosis were selected for the Control Group (CG).
Recruitment was carried out by means of invitations on the main sites in the municipality of

Alegrete. To be included in the study, the participants should have no personal or family history
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(first-degree relatives) of neuropsychiatric diseases such as depression, panic disorder, autism,
obsessive-compulsive disorder, schizophrenia and alcoholism. The research protocol was
approved by the Ethics Committee of the Federal University of Pampa (Protocol
number 1,808,637).

For the nutritional status assessment, weight was measured using a Plenna® portable
digital scale with a maximum capacity of 180 kg and a precision of 100 g; height was obtained
using an Avanutri® portable stadiometer; and Body Mass Index (BMI) was calculated, where
weight (in kilograms) was divided by height (in meters) squared, following the World Health
Organization protocols (WHO, 1995). After calculating BMI, data was grouped according to
participants age to classify nutritional diagnoses, as per the cutoff points established for adults
(WHO, 1995) and older adults (LIPSCHITZ, 1994).

The Beck-II Inventory (BDI-II), translated into Brazilian Portuguese, was used to assess
the depression levels [absence of symptoms (less than 12 points), mild depression (12-19
points), moderate depression (20-45 points), and severe depression (46-64 points)] (BECK;
STEER; BROWN, 1996; GOMES-OLIVEIRA et al., 2012). Family history of psychiatric
diseases was also assessed during the interviews. Application of the questionnaire for the
collection of sociodemographic variables, practice of physical activity, medication use and
measurement of anthropometric parameters was carried out by trained and qualified
individuals.

In the statistical analysis, normal distribution of the quantitative data was verified using
the Kolmogorov-Smirnov test. The numerical variables were described using central tendency
(mean and median) and dispersion (standard deviation and interquartile range) measures and
the categorical variables, by means of absolute and relative frequencies. The comparison
between groups, for quantitative measures, was performed using Student's t, Mann-Whitney,
ANOVA and Kruskall-Whallis tests, and the association between the categorical variables was
performed using Chi-square and Fisher's exact tests. The multivariate Poisson Regression
model was applied to assess the effect of nutritional status and cofactors (with p<0.20 in the
univariate and bivariate analyses) on depression. The same analysis was used to assess the effect
of depression on the cofactors. The results were considered significant with p<0.05. The data
were entered and stored in an Excel spreadsheet and analyzed using the Statistical Package for

Social Sciences - SPSS 21.0.
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3 RESULTS

The sample consisted of 389 individuals (217 depressed and 172 controls) with a mean
age of 45.6+15.6 years (range: 16 to 83). Sex distribution indicated mostly female (78.1%). As
shown in Table 1, there was a higher proportion of young adults (79.4%), white individuals
(82.0%), individuals under medication (52.4%), individuals who did not participate in physical
activity (56.8%), nonsmokers (85.1%), and individuals who did not consume alcohol (73.0%).

Compared to individuals in the CG, depressive individuals had a higher BMI (p=0.002),
were more likely to smoke (p<0.001), not being an alcohol consumer (p=0.039), to be under
medication (p<0.001), and have a higher incidence of a family history of depression (p<0.001).
Regarding age, gender, weight, and physical activity, there was no statistically significant

differences between groups (Table 1).

Table 1. Socio-demographic characteristics of the sample grouped and divided according to the control and
depression groups, corresponding to individuals treated in the Psychosocial Support Center (CAPS) from the city
of Alegrete-RS (n=389).

Total Controls Depression
Variables Sample N=172 N=217 p
N (%) N (%) N (%)
Age group 0.549*
Up to 59 years old 309 (79.4) 139 (80.8) 170 (78.3)
60 years old or more 80 (20.6) 33(19.2) 47 (21.7)
Gender 0.275%
Female 304 (78.1) 130 (75.6) 174 (80.2)
Male 85 (21.9) 42 (24.4) 43 (19.8)
Ethnicity 0.271°
White 310 (82.0) 147 (85.5) 163 (79.1)
Black 64 (16.9) 24 (14.0) 40 (19.4)
Amerindian 4(1.1) 1 (0.6) 3(15)
Weight 73.6£12.5 72.5+12.1 74.5£12.7 0.121°
Body Mass Index 27.6+4.4 26.9+3.8 28.2+4.7 0.002¢
Physical activity 0.072°
Yes 168 (43.2) 83 (48.3) 85(39.2)
No 221 (56.8) 89 (51.7) 132 (60.8)
Smoker <0.001*
Yes 58 (14.9) 10 (5.8) 48 (22.1)
No 331 (85.1) 162 (94.2) 169 (77.9)
Alcohol consumption 0.039"
Yes 102 (26.2) 54 (31.4) 48 (22.1)
No 287 (73.8) 118 (68.6) 169 (77.9)
Under medication <0.001*
Yes 204 (52.4) 39 (22.7) 165 (76.0)
No 185 (47.6) 133 (77.3) 52(24.0)
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Family history of depression <0.001*
Yes 169 (43.4) 42 (24.4) 127 (58.5)
No 220 (56.6) 130 (75.6) 90 (41.5)
BDI-II (Median) 14.0 3.0 21.0 <0.001¢
(3.0-22.0) (1.0-4.8) (15.0-29.0)

a: Pearson's Chi-square test; b: Fisher's Exact test; c: Student's t test; d: Mann-Whitney Test. Note: The missing
data were as follows: 11 did not answer about ethnicity. The significant p-values were highlighted in bold type.
Source: Authors

Using the Beck-II Inventory (BDI-II) score to evaluate the depressive symptoms of
patients treated at the CAPS, the majority of depressive patients (58.5%) were classified as

having moderate to severe depressive symptoms (Figure 1).

Figure 1. Frequency of depression according to the Beck-II Inventory of individuals treated at the Psychosocial
Support Center (CAPS) in the municipality of Alegrete-RS (n=217).
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Source: Authors

The majority of the group with moderate or severe depression symptoms were smokers,
whereas the CG participants were mainly non-smokers (p<0.001). A status under medication
and family history of depression were both features more frequent among individuals with
depression as compared to controls (p<0.001). There was a statistically significant difference
between the median BDI-II scores of subjects with minimal or mild depression (15.00) and
those with moderate or severe depression (28.0) (p0.001). Individuals with a moderate to severe
depression (severe depressive symptoms) had a BMI of 28.6 kg/m2, which was higher than the
BMI of 26.9 kg/m2 in the CG (p=0.003). Participants who had little or mild depressed
symptoms had similar BMIs to the other categories (Table 2). Other comparisons showed

no statistically significant differences (Table 2).
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Table 2. Sociodemographic, anthropometric, health and lifestyle variables associated with depression,
corresponding to individuals assisted at the Psychosocial Support Center (CAPS) in the municipality of
Alegrete-RS (n=389).

No depression With depression
. CG Minimal+Mild Moderate+Severe
Yariabies N=172 N=90 N=127 P
N (%) N (%) N (%)
Age group 0.7324
Up to 59 years old 139 (80.8) 69 (76.7) 101 (79.5)
60 years old or more 33(19.2) 21 (23.3) 26 (20.5)
Gender 0.316*
Female 130 (75.6) 69 (76.7) 105 (82.7)
Male 42 (24.4) 21 (23.3) 22(17.3)
Ethnicity 0.264%
White 147 (85.5) 67 (79.8) 96 (78.7)
Black 24 (14.0) 17 (20.2) 23 (18.9)
Amerindian 1(0.6) 0(0.0) 3(2.5)
Weight 72.5412.1 73.6+12.4 75.0£12.9 0.217¢
Body Mass Index 27.6%+4.5 28.6'+4.8 0.003¢
Nutritional status 0.011%
Underweight 2(1.2) 3(3.3) 1(0.8)
Eutrophy 66 (38.4) 25 (27.8) 26 (20.5)
Overweight 80 (46.5) 44 (48.9) 69 (54.3)
Obesity 24 (14.0) 18 (20.0) 31(24.4)
Physical activity 0.083*
Yes 83 (48.3) 40 (44.4) 45 (35.4)
No 89 (51.7) 50 (55.6) 82 (64.6)
Smoker <0.001*
Yes 10 (5.8) 19 (21.1) 29 (22.8)
No 162 (94.2) 71 (78.9) 98 (77.2)
Alcohol consumption 0.096*
Yes 54 (31.4) 22 (24.4) 26 (20.5)
No 118 (68.6) 68 (75.6) 101 (79.5)
Under medication <0.0014
Yes 39(22.7) 54 (60.0) 111 (87.4)
No 133 (77.3) 36 (40.0) 16 (12.6)
Family history of depression <0.001*
Yes 42 (24.4) 44 (48.9) 83 (65.4)
No 130 (75.6) 46 (51.1) 44 (34.6)
BDI (Median-1I) 3.0° 15.0° 28.0° <0.001°
(1.0-4.8) (14.0-17.0) (23.0-35.0)

CG: Control Group; p=": Pearson's Chi-square test; ®: Fisher's Exact test; : ANOVA and Bonferroni's Post-
Hoc; °: Kruskal-Wallis and Dunn's Post-Hoc. For the Post-Hoc tests, different superscript lowercase letters
indicate statistically significant differences and equal superscript lowercase letters, differences without
statistically significant differences. Note: The missing data were as follows: 11 did not answer about ethnicity.
The significant p-values were highlighted in bold type.

Source: Authors

Moderate or severe depression (severe depressive symptoms) was more common in
obese people (24.4%), whereas non-depressive subjects (p=0.011) presented the higher
frequency of eutrophy (38.4%) (Figure 2).
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Figure 2. Nutritional profile according to presence or absence of depression symptoms, among individuals
assisted at the Psychosocial Support Center (CAPS) in the municipality of Alegrete-RS (n=389).
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The independent variables with p<0.2, non-collinear (age, BMI, physical activity,
smoker, consumption of alcoholic beverages and family history), in the univariate and bivariate
analyses, were included in the multivariate model (Poisson Regression) to assess their
association with the outcome of depression (dependent variable), as shown in Table 3.

Following the multivariate analysis, the following variables were still associated to
depression. Depression was 26.4% more prevalent in smokers (PR: 1.264; 95%CI: 1.090-1.467,
p=0.002). Individuals under medication had a 143.3% higher prevalence of depression (PR:
2.433; 95%CI: 1.868-3.168; p<0.001). A family history of depression raised the prevalence of
depression in participants by 31.9% (PR: 1.319; 95%CI: 1.117-1.557; p<0.001) (Table 3).

Table 3 Multivariate analysis of sociodemographic, anthropometric, health and lifestyle variables associated with
depression, corresponding to individuals treated at the Psychosocial Support Center (CAPS) in the municipality
of Alegrete-RS (n=389).

Variables B PR 95 % Confidence Interval
Lower Upper P
(Ordered at origin) -1.624 0.197 0.120 0.325 0.000
Smoker 0.235 1.264 1.090 1.467 0.002
1 : : :
Consumption of alcoholic beverages 0.010 1.011 0.817 1.250 0.923
1 : ; 5
Physical activity -0.094 0.910 0.781 1.061 0.228
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1 i F 3
Under medication 0.889 2433 1.868 3.168 0.000

1 ; ; 3
Family history of depression 0.277 1.319 1117 1:557 0.001

1 ; E 3
Age in years old 0.000 1.000 0.994 1.006 0.925
Body Mass Index 0.011 1.011 0.998 1.024 0.107
(Scale)

P=Poisson Regression. The significant p-values were highlighted in bold type.
Source: Authors

The following factors were examined as dependent ones while taking depression into
account as an independent variable: smoking, drinking alcohol, physical activity, medication
use, and BMI. Age and family history are not factors that can be changed depending on the
presence or absence of depression.

It was found that depression decreased alcohol intake by 70.5% (PR: 0.705; 95%CI:
0.505-0.983; p=0.040) and increased cigarette usage by 380.4% (PR: 3.805; 95%CI: 1.984-
7.297; p0.001). It was associated to increased consumption of medications by 235.3% (PR:
3.353; 95%CT: 2.520-4.463; p0.001) and was not significantly associated with physical activity
(PR: 0.812; 95%CIL: 0.647-1.018; p=0.071).

4 DISCUSSION

In comparison to individuals who did not report depression, patients with depressive
symptoms exhibited alterations in their diet and lifestyle, according to the collected data. As a
multifactorial disease, depression can be triggered by several distinct factors, including those
related to lifestyle. For instance, it has been demonstrated that poor eating practices can explain
an increase in depressive symptoms (SARRIS et al., 2014).

Analyzing the prevalence of depression according to the BDI-II in the present study,
58.5% of the depressive patients treated at the CAPS exhibited severe depressive symptoms,
highlighting the need of multi-professional and multidisciplinary surveillance in the treatment
of this pathology.

Women are more likely to develop depression than men due to biological and
sociocultural differences. Also, a higher frequency of women diagnosed with depression can be
related to the ability to recognize signs and symptoms of psychiatric disorders, particularly
depressive symptoms, and to seek help (BRITO et al., 2022; KUEHNER, 2017).

In our comparison between individuals with and without depressive symptoms, it was
observed that participants with moderate and severe depression symptoms had higher BMI

values and a higher prevalence of obesity; conversely, the Control Group participants were
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more frequently eutrophic. Obesity is associated with an increased prevalence of mental
disorders, including depression (BLAINE, 2008; WEISS et al., 2020). This relationship
between BMI and depression is corroborated by other studies (BLAINE, 2008; WEISS et al.,
2020).

The relationship between BMI and depression is complex and multifactorial; some
studies have shown an association between depression and low food consumption, weight loss,
and malnutrition (SMOLINER et al., 2009; YOSHIMURA et al., 2013), which was not
observed in the participants of these studies. In addition, other studies suggested that individuals
with a high BMI have an increased risk of developing depression, as obesity can result in
neurological and hormonal changes that can affect mood and behavior, as demonstrated by Eik-
Nes et al. (2022). In this case, the explanation is that obesity can result in low self-esteem, a
negative body image, and social stigma, all of which can increase the risk of depression.
According to Luppino et al. (2010), the most plausible hypothesis is the existence of a
bidirectional relationship between obesity and depression; in this process, depression can lead
to obesity and obesity can lead to depression. The authors argue that early interventions to cure
depression and obesity are advantageous for both conditions. (FAULCONBRIDGE et al., 2018;
PENNINX et al., 2013). In order to determine the relationship between BMI and depression, it
is necessary to evaluate each case separately, taking into account biological, environmental,
and psychological factors. Physical and mental health care is essential for preventing and
treating obesity and melancholy. (KONTTINEN, 2020; FULTON et al., 2022).

Complementary to the findings of Tsujita et al. (2020), who investigated physical
activity in adults with and without depressive symptoms and found a decline in physical activity
in patients with depression, the majority of individuals with depressive symptoms and controls
did not engage in physical activity in our study.

Regarding alcohol consumption, the majority of individuals addressed by our study did
not consume alcohol (73.8%), and when comparing the depressed and non-depressed groups,
depressed patients consumed less alcohol (p=0.039). This result was validated by the
multivariate analysis, which revealed that the depression factor decreased alcohol consumption
by 70.5%. Interestingly, this result goes against the findings of several other studies which
observed a correlation between an increase in alcohol consumption and the severity of
depressive symptoms. For example, Grant et al. (2015) observed that individuals with
depressive disorders are more likely to develop alcoholism, and vice versa. In fact, these
apparently contradictory results can be easily explained by the use of alcohol-prohibiting

medications to depression treatment. Excessive alcohol consumption can be associated with the
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onset or exacerbation of depressive symptoms. Boden et al. (2013) discovered a correlation
between alcohol consumption and melancholy in a sample of young adults. In addition, alcohol
abuse is associated with an increased risk of suicide in people with mental disorders, such as
depression (HAWTON et al., 2016). Future research should evaluate the hypothesis that
individuals who view alcohol as a solution to their problems would not seek help at a CAPS,
which may be related to the fact that the sample was obtained from a treatment center.

An increase in tobacco consumption was associated with an increase in melancholy
(26.4%), and depression was also related to smoking, with a 380.4% increase in the prevalence
of tobacco use among depressed subjects. Our data corroborate the study of Warren et al.
(2008), which also found a reciprocal relationship between smoking and melancholy.

Not surprisingly, when evaluating medication consumption, it was found that
individuals with depressive symptoms consumed more medication than controls (p < 0.001). In
the multivariate analysis, the use of medication was associated to an increased prevalence of
depression by 143.3%, while depression increased the use of medication by 235.3%. This can
be explained by the use of antidepressants as well as by the existence of other (VERIFICA
ESTE DADO) chronic diseases, as reported by the research participants.

Depression was also associated with family history, with participants having a 31.3%
higher prevalence of depression if they had depressive relatives. According to Sullivan et al.
(2000), patients with depressed first-degree relatives are nearly three times more likely to
develop depressive disorders, and those with a family history of depression are more likely to
develop depression during their lifetime (MONROE; SLAVICH; GOTLIB, 2014). Such studies
corroborate findings from the scientific literature that patients with depressed first-degree
relatives are nearly three times more likely to develop depressive disorders.

In Brazil, the mental health care model has evolved a lot, but there are still points to be
improved, such as professional training, coverage of health care and dissemination of
information (BOAVENTURA et al., 2021).

The results of the present study indicate that nutritional aspects and lifestyle factors such
as tobacco and medication use are related to depression. In addition, these findings highlight
the need for additional research on this topic in an attempt to approached those parameters
among both depressive patients treated at CAPS as well as depressive patients who do not seek

treatment at these centers.
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5 CONCLUSION

On the basis of the results presented, it can be concluded that depressive individuals had
a higher prevalence of overweight, obesity, smoking habit, and depressive relatives, as
compared to controls.

These results demonstrate the importance of also addressing melancholy risk factors.
These demographic and behavioral characteristics can aid in the early diagnosis and formulation
of more effective prevention and treatment strategies for depression.

In addition, the majority of depressive patients exhibited moderate to severe depressive
symptoms according to the BDI-II assessment of depressive symptoms. These findings
highlight the need of a multidisciplinary team in the monitoring and treatment of depressive
patients, aimed at an individualized therapeutic approach to treat depressive symptoms and

enhance the life quality of these patients.
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Evaluation of the tryptophan diet and polymorphisms of the tryptophan
hydroxylase 2 (TPH2) gene in depressive individuals

Introduction

In a recent report the World Health Organization (WHO) highlights that the prevalence
of depression in Brazil reached the highest level in the last years. Since depression is a highly
incapacitating condition which affects 4.4 percent of the world population, such an alert should
be taken seriously [1]. Depression is a complex pathology, being associated to other disorders
at the biochemical level, which include alterations in neurotransmitter levels and expression.
Modifications on the expression levels of serotonin (5-hydroxytryptamine), which is one of the
most studied neurotransmitters in humans, have been extensively reported as being associated
to altered behaviours such as mood swings, anxiety, sadness, and inhibited psychomotricity. In
this sense, a relationship between depression and decreased levels of serotonin in the brain has
already been established [2-3-4].

Serotonin biosynthesis proceeds from the amino acid tryptophan through the action of
several enzymes, being tryptophan hydroxylase 2 (TPH2) the main limiting factor in the
serotonin pathway synthesis [5-6]. Polymorphisms in theTPH2 gene have been associated to a
variety of behavioral phenomena, which vary from relatively mild mood disorders to even
suicide attempts [3-7].

It is known that levels of both serotonin and tryptophan in individuals depend, amongst
other factors, on the diet, specifically considering food intake. In this context, research
approaching tryptophan food intake is quite important for the comprehension of depression
triggering factors and to the development of potential treatment. Besides, the increased
incidence of depression on different human populations highlights the need of more research

on this subject, considering simultaneously genetic and environmental factors. Here we
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approach the hypothesis that a tryptophan deficient diet in carriers of genetic variants of the

TPH2 gene can be a trigger to the development of mood swings in depressive patients.

Material and Methods

A sample of 397 individuals was evaluated in a case-control study, being collected in the
period from January to December 2017 in the Center of Psychosocial Care (CAPS) of Alegrete,
a city located in the southernmost state of Brazil. From these, 217 were classified as F32-33,
according to the International Code of the disease of depression [18] and 180 were classified as
healthy controls. Individuals from this sample were randomly collected amongst the people
who sought care in this CAPS, and both control and case groups were composed by adult
individuals aged 20 years or more. Patients who have some disability preventing understanding
of questionnaires and/or presented any condition of vulnerability, or whose autonomy was
potentially compromised by psychopharmacological intervention, were not included in the
study.

Individuals were invited to participate in the survey as controls after a judiciously selection.
Recruitment was carried out through invitation in the main sites of Alegrete. To be included in
the present study, controls should have no personal or family history (first-degree relatives) of
neuropsychiatric illnesses such as depression, panic disorder, autism, obsessive-compulsive
disorder, schizophrenia or alcoholism. The research protocol was reviewed and approved by

the Ethics Committee of the Universidade Federal do Pampa (Protocol 1808637).

Food Consumption, Nutritional and Anthropometrical Evaluations
A 24-Hour Dietary Recall and Food Frequency questionnaire was applied in order to
assess the amount of tryptophan ingested [19-20], which was evaluated by the Nutri Life

Sofware [21].
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Depression levels assessment

The Beck Depression Inventory-l11, translated in Brazilian Portuguese was used to assess
depression levels [absence of symptoms (less than 12 points), mild depression (12 to 19 points),
moderate depression (20 to 45 points), severe depression (46 to 64 points)] [22-23]. Familial

history of psychiatric illness was also assessed during the interviews.

Analysis of polymorphisms

Total DNA was extracted from a five ml sample of peripheral blood using the PureLink
Genomic DNA Mini Kit by following the manufacturer's recommendations and was stored at -
20°C until use. The standard recommendations of the National Health Surveillance Agency
(ANVISA) were followed to ensure safety, minimize health risks and preserve the integrity of
the transported material [24].

Three selected tag SNPs were genotyped using the TagMan Kit® SNP Genotyping
Assays (Applied Biosystems, USA) (Table 1). The probes used correspond to the following
SNPs: rs4570625, rs11179000, rs17110747. All polymorphisms were chosen according to the
frequencies observed in the HAPMAP database and 1000genomas and 10% of all samples were

double checked for quality control.

Statistical analysis

The data was stored in an Excel spread sheet and analyzed with the Statistical Package
for the Social Sciences-SPSS 21.0. The normality of the distribution of quantitative data was
verified with the Kolmogorov-Smirnov test. Numerical variables were described by means of
measures of central tendency (mean and median) and dispersion (standard deviation and
interquartile range), and categorical variables for absolute and relative frequency. The

comparison between the groups, for quantitative measures, was performed with the Student's
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T-Test and Mann-Whitney tests, and the differences between the categorical variables among
the groups, with the Chi-square and Fischer's exact tests. The results were considered significant

with p<0.05.

Results

A total of 217 depressive individuals were evaluated, with an average age of 49.1 + 13.7
years. Most of the patients were female (80.3%), young adults (84.4%), ethnically classified as
white (79.2%), with moderate e severe depression (69.3%).

For the control group 180 subjects were evaluated, with an average age of 49.5 + 14.4
years, most of them females (76.7%) and ethnically classified as white (86.1%).

Considering the degree of depression, 35.8% were diagnosed with mild depression,
33.5% as having moderate depression, 25.3% severe depression (P = <0.001). Also, depressed
individuals ingested lower amounts of tryptophan when compared to non-depressed ones (P
<0.001). Other characteristics showed no significant statistical differences between cases and

controls (Table 2).
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on
GRCh38

ID Applied rs Location Sequence

C__ 226207_1 | rs4570625 | Chr.12: TCACACATTTGCATGCACAAAATTA

0 71938143 | [GITIAATATGTCAAGTCAGAAAAAGCTTA
on
GRCh38

C__31110852_10 | rs11179000 | Chr.12: TCCAAATGATAAAGCTTCCCTGTAC
71944848 | [A/ITICGTGTTGACTGGAAGCGGGTTAGAA
on
GRCh38

C__33094018_10 | rs17110747 | Chr.12: GGAAACTTCCCATCACAATAACAAA
72032174 | [A/IG]GTTCAATATTCTATTTCAAAAATTG
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Table 2. Characteristics of variables that define the cases (depression) and controls of the study in the

municipality of Alegrete-RS. N = 398

VARIABLES Control Depression
N= 180 N=217 P
N (%) N (%)
Age in years (meanSD) 49.5+14.4 49.1+13.7 0.7512
Age Group 0.467°
18-64 years 147 (81.7) 184 (84.4)
65 years or over 33 (18.3) 34 (15.6)
Gender 0.382°
Female 138 (76.7) 175 (80.3)
Male 42 (23.3) 43 (19.7)
Ethnic origin 0.202°
White 155 (86.1) 164 (79.2)
Black 24 (13.3) 40 (19.3)
Amerindian 1 (0.6) 3(1.4)
Beck Depression Inventory-I1 3,0 21,0 <0.001¢
(Median-I1) (1.0-5.0) (15.0-29.0)
Levels of depression
Minimal/no depression 0(0.0) 12 (5.5) <0.001°
Mild depression 0(0.0) 78 (35.8)
Moderate depression 0(0.0) 73 (33.5)
Severe depression 0(0.0) 55 (25.2)
Tryptophan of the Diet 477.2 304.6 <0.001¢

(Median-I1) mg

(362.6-758.8)

(198.8-525.3)

a: Student's T-test; b: Pearson's Chi-square Test; ¢: Fischer exact test. Note: the missing data were: 11 not

responded about race. Il: Interquartile Range
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Table 3. Food Frequency the cases (depression) and controls of the study in the municipality of
Alegrete-RS. N = 398

Daily Weekly Weekly Never/Rar
Groups Depression N (%) 1-2 X 3-4x ely P
NMCOREENICO B

Starch No 174 (96.7) 0 (0.0) 2 (1.1) 4(2.2) 0.328°
Yes 214 (98.2) 0(0.0) 3(1.4) 1 (0.5)

Brotein No 136 (75.6) 0(0.0 42 (23.3) 2(1.1) <0.0012
Yes 204 (93.6) 1(0.5) 11 (5.0) 2(0.9)

Vegetables, tubers, No 173 (96.1) 0(0.0) 7 (3.9 0 (0.0 0.578

leguminous, seed Yes 209 (95.9) 0 (0.0) 7(3.2) 2(0.9)

and fungus

Fruit No 72 (40) 28 (15.6)  34(18.9) 46 (25.6) 0.033
Yes 114 (52.3) 37 (17) 25(11.5)  42(19.3)

Fat No 70 (38.9) 19 (10.6) 57 (31.7) 34 (18.9) <0.001
Yes 134 (615)  11(5.0) 35(16.1)  38(17.4)

Candy No 36 (20) 19 (10.6) 86 (47.8) 39 (21.7) 0.001
Yes 83 (38.1) 19 (8.7) 80(36.7)  36(16.5)

P: a) Fischer's exact test; b) Pearson's Chi-squared
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CAPITULO 5 - DISCUSSAO, PERSPECTIVAS E
CONCLUSAO
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5 DISCUSSAO E PERSPECTIVAS

O debate entre a relacdo de polimorfismos genéticos e a depressdo é um tema complexo
e em constante evolucdo nas pesquisas cientificas. As variantes genéticas podem influenciar a
suscetibilidade a patologias ou caracteristicas clinicas ou comportamentais de um individuo,
como a depresséo.

O trabalho apresentado no capitulo 1, contribui propondo uma metodologia para a
deteccdo de variantes potencialmente envolvidas em uma patologia especifica. Nossa hipotese
é verificada utilizando dados sobre depressdo maior da OMS e bancos de dados populacionais
de variantes, como o Projeto 1.000 Genomas.

O postulado em nosso trabalho é que a frequéncia de variantes genéticas associadas a
depressdo no banco de dados de variantes genéticas deve ser maior em populagdes humanas
com altas taxas de depressao, enquanto as variantes genéticas ndo associadas a depressdo ndo
devem estar em frequéncias distintas entre esses grupos populacionais. Além disso, as
populagdes com baixas taxas de depressdo devem apresentar baixas frequéncias das variantes
genéticas associadas a doenca.

Para um teste deste conceito, foram avaliados quatro genes (TPH2, NR3C1, SLC6A2 e
SLC6A3) previamente genotipados em estudos caso-controle envolvendo depressdo. Esta
abordagem representa uma opc¢do de metodoldgica alternativa para a descoberta de possiveis
variantes genéticas para a patologia em estudo nesta tese, mas também pode ser aplicada ao
estudo de outras doencas genéticas multifatoriais.

A partir de nossos resultados indicativos positivos acreditamos que estudos de caso-
controle com SNP alvo, para a patologia em estudo devam ser desenvolvidos. Uma
possibilidade de continuidade desta proposta envolve os capitulo I11 e IV do presente trabalho.

Nesse sentido, o capitulo 111 desta Tese aborda a relacdo entre o estilo de vida, estado
nutricional e depressdo. Os resultados demonstram que a relacdo entre depressdo e IMC ¢
complexa e bidirecional, com obesidade podendo aumentar o risco de depressao e vice-versa;

Neste mesmo trabalho, a depressao foi associada ao menor consumo de alcool e maior
tabagismo, possivelmente devido ao uso de alcool como mecanismo de enfrentamento. Esses
resultados preliminares salientam a importancia de abordar esses fatores de risco para um
diagndstico precoce e estratégias de prevencdo e tratamento mais eficazes da depresséo.
Ademais, fica claro que uma abordagem multidisciplinar é fundamental para o tratamento da
depressdo e para melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
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Assim como foi utilizada a depressdo como modelo para testagem da metodologia
proposta nos capitulos anteriores, pesquisamos a genética da depressdo no estudo de caso
controle, em um trabalho que esta em construcéo, apresentado no Capitulo IV.

Esta etapa da pesquisa tem como objetivo avaliar a influéncia de uma dieta deficiente
em triptofano juntos aos polimorfismos TPH2 no desenvolvimento da depressdo. O gene TPH2
foi escolhido para a pesquisa devido ao grande nimero de estudos relatando a relacdo entre a
depressdo e o polimorfismos da enzima TPH2, devido a enzima ser uma limitante na taxa na
via sintética para a serotonina do cerebral.

Os dados preliminares sugerem que, nesta coorte, pacientes diagnosticados com
depressdo leve ou moderada ingerem menor quantidade de triptofano quando comparados aos
ndo depressivos. Observou-se que o menor consumo de triptofano esteve associado a maior
prevaléncia de sintomas.

Assim, nossos achados sugerem uma associacdo entre uma dieta deficiente em
triptofano e o desenvolvimento e sintomatologia de depresséo. Contudo, ainda iremos genotipar
trés SNPs do gene da Triptofano Hidroxilase 2 (TPH2), para testar se as variantes mutantes

podem contribuir para o desenvolvimento da patologia.
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6 CONCLUSAO

A presente tese aborda um tema muito estudado na comunidade cientifica, a relacao
entre a genética e a depressdo. Na mesma, apresentou-se uma metodologia alternativa na
deteccdo de variantes genéticas potencialmente associadas a depressao, utilizando os dados
epidemiologicosda doencga ao redor do mundo e bancos de dados de variantes genéticas em
diferentes populacdes, como o Projeto 1000 Genomas. A hipdtese testada, na qual a premissa
que uma maior frequéncia de variantes genéticas associadas a depressdo em popula¢Ges com
altas taxas da doenca, foi sustentada por resultados positivos.

Posteriormente, explorou-se a relagdo entre o estilo de vida, estado nutricional e
depressdo, onde os achados indicaram uma complexa e bidirecional interacdo entre a obesidade
e a depressdo, demonstrando a importancia de uma abordagem multidisciplinar para o
tratamento e prevencdo eficaz da depressdo. Ao mesmo tempo, os dados mostram que a
depressédo associou-se com menor consumo de alcool e maior tabagismo.

Embora a pesquisa que tem por finalidade avaliar se uma dieta deficiente em triptofano
pode participar no desenvolvimento da depressdo em pacientes que apresentam polimorfismos
do gene TPH2, ainda estad em andamento, os resultados preliminares sugerem uma associacao
entre a ingestéo reduzida de triptofano com a presenca de sintomas depressivos, faltando ainda
obter informagfes sobre 0s potenciais mecanismos genéticos e nutricionais envolvidos na
patogénese da depressao.

Em conjunto, esses achados colaboram com o entendimento da depressdao como uma
doenca multifatorial, envolvendo ndo apenas fatores genéticos, mas também aspectos
relacionados ao estilo de vida e a nutricdo. A abordagem multidisciplinar destaca a necessidade
de estratégias de diagnostico precoce e intervencgdes personalizadas para abordar essa patologia,
possibilitando avancos significativos na prevencdo e tratamento da doenca, bem como na

melhoria da qualidade de vida dos pacientes.
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QUESTIONARIO DE AVALIACAO NUTRICIONAL

NOME: SEXO:

IDADE: DATA:

PESO ATUAL: Kg

ALTURA: m IMC: Kg/m

Classificagdo IMC:

1- Uso de tabaco: () sim () ndo
2- Uso de bebidas alcodlicas: () sim () ndo
3- Pratica de atividade fisica: () sim () ndo
Frequéncia () uma vez por semana () duas ou vezes por semana () raramente
Duracéo: () 30 minutos ()1 hora () 2 ou mais horas
Tipo: () caminhada () corrida () ciclismo () musculagéo () outros
4- Etnia: () branco, () negro, () sul-asiatico, () amerindio () chinés ( ) japonés
5- Medicamento: () sim () ndo Qual:
6- Histéria familiar de depressdo: () sim () ndo
7- Diagnostico de depressao: () sim () ndo

8- Tratamento de depresséo: () menos de 1 ano, () mais de 1 ano, () 5 anos ou mais
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APENDICE B - RECORDATORIO ALIMENTAR DE 24HS

RECORDATORIO ALIMENTAR (24 hs)
Nome:

Sexo:
Idade:
Data: Dia da Semana:

Anote a refeicdo, o local onde foi realizada e os alimentos e/ou preparagdes consumidos no dia
anterior. Anote as medidas caseiras, marcas comerciais e utensilios (prato, colher sopa, etc).

Local/ Horario Alimentos e/ ou preparacgdes Quantidades
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APENDICE C - QUESTIONARIO DE FREQUENCIA ALIMENTAR

Questionario de Frequéncia Alimentar

Nome: Idade:
Sexo: Data: /| Peso: Altura:
Grupos de alimentos Frequéncia
Diéria Semanal Mensal Observagdes

1. Amilaceos e Cereais

Arroz

Macarrdo

Cevada

Centeio

Trigo

Soja

2. Leite e deriv.

Leite

Queijo

logurte

3.0vos, carnes e deriv.

Ovos

Carne vermelha

Porco

Presunto

Peixe

Galinha

Coelho

Bucho
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Grupos de alimentos

Frequéncia

Diaria

Semanal

Mensal

Observacdes

4.Hortalicas,
tubérculos e

Leguminosas

Batata

Batata Doce

Espinafre

Broto de feijao

Abdbbora

Mandioca

Pinhdo

Couve-flor

Couve

Cogumelo

Cebola

Alho

Feijao

5.Frutas

Manga

Caqui

Banana

Morango

6.Gorduras

Pele

Bacon

Manteiga

Maionese

7.Bebidas

Aguardente
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Grupos de alimentos Frequéncia
Diéria Semanal Mensal Observacdes
8.Diversos
Nescau
Gelatina

Biscoito de polvilho

Chocolate

Doces a base de leite

Doces a base de ovos
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ANEXO A —- PARECER DE APROVACAO DO COMISSAO NACIONAL DE ETICA
E PESQUISA

COMISSAO NACIONAL DE Plataforma
ETICA EM PESQUISA woﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DA CONEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: A INFLUENCIA DE UMA ALIMENTAGAO DEFICIENTE EM TRIPTOFANO EM
CONJUNTO COM POLIMORFISMOS DO GENE DA ENZIMA TRIPTOFANO
HIDROXILASE 2 (TPH 2) NO DESENVOLVIMENTO DA DEPRESSAQ

Pesquisador: SAMARA MARQUES DOS REIS

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa em genética do comportamento.);

Versao: 13

CAAE: 20797513.5.0000.5323

Instituicdo Proponente: Fundagio Universidade Federal do Pampa UNIPAMPA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.808.637

Apresentacao do Projeto:

INTRODUCAO

A depressdo é uma psicopatologia causada por alteragdes bioquimicas nos neurotransmissores, uma destas
é a diminuigdo do neurotransmissor serotonina causando alteragdes de humor, ansiedade, tristeza vital,
angustia e inibigdo da psicomotibilidade nos enfermos. Entretanto, € uma patologia ainda em estudo devido
a sua complexidade e fatores envolvidos. A serotonina & sintetizada e armazenada em diversos sitios do
organismo; porém € encontrada em maiores quantidades nas células da mucosa intestinal. Atua como
inibidor das vias da dor e também se acredita que controle 0 humor e o sono das pessoas. Varios estudos
demostram a relagéo entre a depresséo e a diminui¢do da captagdo do neurotransmissor serotonina. A
serotonina é sintetizada a partir do Triptofano, que € hidroxilado resultando no produto 5 = hidroxitriptofano e
posteriormente & descarboxilado produzindo a serotonina (5 — hidroxitriptamina). O Triptofano é um
aminoacido aromatico essencial, que ndo é produzido pelo organismo, e € o precursor da 5-hidroxitriptanina
(Serotonina). Esse aminoacido é encontrado principalmente em alimentos de origem animal. Existem,
evidéncias cientificas de que a sintese de serotonina cerebral possa ser modulada dieteticamente através
da oferta de macronutrientes. O transporte de triptofano para o
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cérebro ndo se relaciona apenas com sua concentragdo sanguinea, mas também com sua concentragdo em
relagdo a dos aminoacidos neutros. Assim, concentracdes dietéticas baixas de triptofano sdo associadas ao
consumo elevado de aminoacidos que competem pelo transporte através da barreira hematoencefalica,
reduzindo o conteddo de 5-HT no cérebro e alterando certos comportamentos associados a serotonina.
Estudos também relatam a influéncia do sédio na absorgao do triptofano, que implicaria na diminuigdo da
formagédo de serotonina, provocando desordens psicoldgicas. O principal fator em estudo € o polimorfismo
do gene triptofano hidroxilase 2 (TPH 2) que codifica a principal enzima limitante na via da sintese da
serotonina. Estes polimorfismos podem participar em uma variedade de fendmenos comportamentais
incluindo transtornos do humor e suicidio. A enzima TPH2 modifica o triptofano, um aminoacido essencial
precursor da 5-hidroxitriptamina (Serotonina) que é encontrado principalmente em alimentos de origem
animal. Sendo estes dados importantes para o diagndstico e tratamento da depressao, alguns autores ja
trabalharam este tema sugerindo que os niveis de serotonina e triptofano nos individuos dependem, dentre
outras coisas, da ingest&do alimentar; assim, existiria uma analogia entre alimentag¢édo e depressédo. O
aumento desta doenga nos dltimos tempos também aumentou o interesse em aprofundar esta questdo. A
enzima triptofano hidroxilase 2 (TPH 2) é a principal enzima limitante na via da sintese da serotonina. Como
tal, ¢ um gene candidato para o estudo de uma grande variedade de fenémenos comportamentais, incluindo
transtornos do humor, suicidio e tragos de personalidade. Varios estudos relatam associagao de
polimorfismos destes genes com doengas depressivas.

HIPOTESE

Se o polimorfismo da enzima triptofano hidroxilase 2 (TPH 2) influencia na atividade da mesma, diminuindo
a transformagéao de triptofano em serotonina, entdo portadores de polimorfismos com baixa ingestdo de
triptofano na dieta poderdo ter aumentados os sintomas clinicos de depresséo.

METODOLOGIA

Numero do cadastro no SIPPE -numero do SIPPE- 09.018.14.

O trabalho metodologico sera um estudo de caso-controle. O calculo do tamanho amostral para associagao
de polimorfismos a doengas é um tema de grande debate na comunidade cientifica uma vez que tal
associacdo depende de um numero grande de situagdes complexas, como saber o tipo de dominancia,
penetrancia do gene, selegdo natural contra o gendtipo do individuo, situagdo ambiental do individuo para
que o fenétipo seja expresso, entre tantas outras. Com este tipo de
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visdo muitos grupos debatem sobre o verdadeiro tamanho amostral para estudar a associagéo alelo-doenga
com confianga estatistica, mas sem desperdico de recursos pelo excesso de amostragem. Desta forma,
alguns autores apresentam simulagdes matematicas que sugerem tamanhos amostrais entre 100 e 2000
para ter poder de analise e outras simulagdes demonstraram poder em amostras de 53 casos com
caracteristicas similares aos nossos. Por este motivo, o nimero amostral minimo de 100 amostras caso e
100 amostras controle que possuiria poder estatistico no tipo de modelo a ser usado, que € possivel de
coletar e analisar no exiguo tempo do mestrado e que € aceito pela comunidade cientifica da area em
questdo na hora da publicagdo dos dados. As amostras deste estudo serdo pacientes adultos com idade
maior que 20 anos e que possuam no seu prontuario do Centro de Atencgdo Psicossocial (CAPS) de
Alegrete, o Cdédigo Internacional da Doenga da depressdo (F32-33), os individuos serdo convidados a
participar da pesquisa, serdo explicados todos os protocolos a serem realizados. Os individuos pertencentes
ao grupo controle serdo convidados a participar da pesquisa, apds serdo criteriosamente selecionado entre
pacientes em controle clinico. Através de entrevista, serdo selecionados aqueles que ndo apresentem
histdria pessoal ou familiar (parentes de primeiro grau) de doengas neuropsiquiatricas possivelmente
associadas com o polimorfismo definidas como depressdo, desordem do panico, autismo, transtorno
obsessivo-compulsivo, esquizofrenia e alcoolismo. O estado nutricional sera avaliado por coleta de dados
antropométricos, que serdo avaliados pelo mesmo examinador, e as medidas serdo em triplicata sempre do
lado direito do corpo. Sera utilizado um questionario sobre habitos de vida (tabagismo, atividade fisica,
alcoolismo, uso de medicagdo, tempo de diagnéstico se houver) do individuo pesquisado - Peso, Altura e
IMC: os dados da analise antropométrica (peso atual e altura) serdo utilizados para verificar o IMC (indice de
massa corporea), que sera classificado de acordo com os pontos de corte do World Health Organization
(WHO). Para aferir o peso, sera utilizada uma balanga da marca Filizola de 150 Kg, posta sobre piso reto. O
consumo Alimentar sera aplicado um formulario de Recordatério Alimentar de 24hs e frequéncia alimentar
para avaliar a quantidade de triptofano ingerida para a comparacgao dos dados. A quantidade de triptofano
ingerida sera avaliada pelo Sofware especifico. Sera utilizado o Inventario de Beck, traduzido no Brasil por
Goerstin e Andrade, que classifica o grau de depressdo. Sera coletada uma amostra de 5 ml de sangue
periférico para Extragdo do DNA utilizando o sistema automatizado QlAamp DNA Blood Mini QlAcube Kit
seguindo as recomendagdes do fabricante. A genotipagem sera realizada por HRM no aparelho 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA). Para tal, cada exon do gene TPH2 sera
amplificado usando primers especificos detalhados na tabela 1. A amplificagdo por PCR
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acontecera no mesmo aparelho que sera usado para a analise por HRM usando o kit MeltDoctor (Life
Technology, USA) seguindo as recomendagdes do fabricante. A temperatura de hibridizagdo usada em
todos os primers sera de 60°C. A analise final dos dados obtidos serdo avaliados e analisados no software
High Resolution Melting Software v3.0.

CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes com idade maior que 20 anos e que possuam no prontuario do CAPS o Cadigo Internacional da
Doenca da depressdo (F32-33), e que concordem em participar assinando o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE).

CRITERIOS DE EXCLUSAO
Serdo os pacientes que possuam alguma deficiéncia que impega a compreensao dos questionarios, nao

queiram participar da pesquisa e/ou ndo assinem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

Obijetivo da Pesquisa:

OBJETIVO PRIMARIO

Avaliar a influéncia de uma alimentagéo deficiente em triptofano em conjunto com polimorfismos do gene da
enzima triptofano hidroxilase 2 (TPH 2) no desenvolvimento da depressao.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Analisar polimorfismos associados a depresséo;

- Avaliar a ingestao de triptofano na dieta de pacientes depressivos;

- Analisar a concentragio dos niveis de serotonina, triptofano e sddio no plasma;
- Correlacionar o polimorfismo da enzima TPH 2 e a dieta

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Tendo em vista que a coleta sanguinea quando realizada de maneira correta € um procedimento quase
indolor, o risco fisico podera ser acidente com material perfuro-cortante, por isso, a equipe & capacitada para
a coleta e os materiais empregados serdo descartaveis, o local de coleta sera limpo e livre de
contaminagdes, minimizando os riscos. Caso o acidente acontega, o individuo sera encaminhado ao hospital
mais proximo para ser atendido pela equipe médica do local, seguindo o
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protocolo de Exposigdo a Materiais Biol6gicos do Ministério da Saude. Contudo, riscos com danos
psicolégicos (constrangimento) associados a realizagdo das medidas antropométricas (peso e altura) e
durante o preenchimento dos questionarios podem existir. Por isso, o participante podera se recusar a
participar de qualquer fase da pesquisa, sua vontade sera respeitada, ndo havendo nenhuma penalizagéo.

BENEFICIOS
Inovagéo no método do tratamento da depressao

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Vide item “Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Vide item “Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Recomendacodes:
Vide item “Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes”.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Respostas ao Parecer Consubstanciado CONEP n° 1.090.031:

1. Quanto ao arquivo "PB_INFORMACOES_BASICAS DO PTR":

1.1. No arquivo, item "METODOLOGIA PROPOSTA, |é-se: "Numero do cadastro no SIPPE -nimero do
SIPPE- 09.018.14. O trabalho metodoldgico sera um estudo de caso-controle." Considerando que a
metodologia trata-se de um estudo observacional, solicita-se esclarecer o motivo do projeto estar inserido
como caso controle e a devida adequacgéo.

RESPOSTA: O trabalho metodolégico sera estudo de caso-controle que é definido como uma forma de
pesquisa observacional, onde se compara dois grupos expostos a um determinado fator, o primeiro de
individuos com determinada condicdo (depressao), e o segundo de individuos sem essa condigao.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

1.2. No item "Beneficios", 1&é-se: "Inovagdo no método do tratamento da depressao". Considerando que o
desenho do projeto proposto pretende responder a questdes de risco e ndo de terapia,
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entende-se que o beneficio do estudo ndo condiz com o objetivo. Solicitam-se esclarecimentos e a devida
adequacdo.

RESPOSTA: Auxiliara no tratamento da depressao, utilizando uma nova abordagem (alimentagao).
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2. No documento "PROJETO SIPPEE ago2014.pdf" 1&-se: "As amostras deste estudo serdo pacientes
adultos com idade maior que 20 anos e que possuam no seu prontuario do Centro de Atencéo
Psicossocial(CAPS) de Alegrete, o Cadigo Internacional da Doenga da depressio (F32-33), os individuos
serdo convidados a participar da pesquisa, serdo explicados todos os protocolos a serem realizados.":

2.1. Solicita-se esclarecer como sera realizado o processo de recrutamento dos participantes de pesquisa,
em especial a relagio da equipe de pesquisa com as instituigdes coparticipantes no seu cotidiano, ja que
serdo nesses locais que se dara o contato com os participantes. Ademais, com base na Resolugdo CNS n°
466 de 2012, solicita-se explicitar o processo de obtengao do consentimento dos casos e controles.
RESPOSTA: Ajustado. As amostras deste estudo serdo pacientes adultos com idade maior que 20 anos e
que possuam no seu prontuario do Centro de Atencao Psicossocial (CAPS) de Alegrete, o Cddigo
Internacional da Doenga da depressdo (F32-33), os individuos. A EQUIPE DE PESQUISA ESTARA NA
INSTITUICAO COPARTICIPANTES EM DIAS E TURNOS ALTERNADOS, SENDO ASSIM, 0S
INDIVIDUOS QUE FOREM AO CAPS PARA ACOMPANHAMENTO OU CONSULTA SERAO
CONVIDADOS A SERAO CONVIDADOS A PARTICIPAR DA PESQUISA, SERAO EXPLICADOS TODOS
0S PROTOCOLOS A SEREM REALIZADOS. A ROTINA DO ATENDIMENTO DA INSTITUICAO NAO
SERA ALTERADA. A EQUIPE DO CAPS AUXILIARAO NA SEPARAGAO DOS PRONTUARIOS DO
PACIENTES COM DEPRESSAQ, POIS, SAO ELES QUE FIZERAM O DIAGNOSTICO DO PACIENTES
ANTERIORMENTE. Os critérios de inclusdo serdo pacientes com idade maior que 20 anos e que possuam
no prontuario do CAPS o Cadigo Internacional da Doenga da depressdo (F32-33), e que concordem em
participar assinando o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os critérios de exclusdo serdo
0s pacientes que possuam alguma deficiéncia que impega a compreensao dos questionarios, ndo queiram
participar da pesquisa e /ou ndo assinem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) E O
GRUPO VULNERAVEL CUJA AUTONOMIA POSSA ESTAR COMPROMETIDA POR INTERVENGAO
PSICOFARMACOLOGICA. Os individuos pertencentes ao grupo controle serdo convidados a participar da
pesquisa, apds serdo criteriosamente selecionado entre pacientes em controle clinico.
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Através de entrevista, serdo selecionados aqueles que ndo apresentem histéria pessoal ou familiar
(parentes de primeiro grau) de doencgas neuropsiquiatricas possivelmente associadas com o polimorfismo
definidas como depressao, desordem do panico, autismo, transtorno obsessivo-compulsivo, esquizofrenia e
alcoolismo. © RECRUTAMENTO SERA REALIZADO ATRAVES DE CARTAZES QUE SERAO
DISTRIBUIDOS NOS PRINCIPAIS LOCAIS DE ACESSO DA CIDADE. A COLETA DOS DADOS SERAO
EM UM ESPACO CEDIDO PELO CAPS.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.2. Solicitam-se esclarecimentos em relagdo ao eventual recrutamento e processo de consentimento de
pacientes com depressdo grave, cuja autonomia possa estar comprometida por intervengéo
psicofarmacolégica (grupo vulneravel).

RESPOSTA: Ajustado.

As amostras deste estudo serdo pacientes adultos com idade maior que 20 anos e que possuam no seu
prontuario do Centro de Atengdo Psicossocial (CAPS) de Alegrete, o Cadigo Internacional da Doenga da
depressdo (F32-33), os individuos. A EQUIPE DE PESQUISA ESTARA NA
INSTITUICAOCOPARTICIPANTES EM DIAS E TURNOS ALTERNADOS, SENDO ASSIM, OS INDIVIDUOS
QUE FOREM AQC CAPS PARA ACOMPANHAMENTO OU CONSULTA SERAO CONVIDADOS A SERAQ
CONVIDADOS A PARTICIPAR DA PESQUISA, SERAO EXPLICADOS TODOS OS PROTOCOLOS A
SEREM REALIZADOS. A ROTINA DO ATENDIMENTO DA INSTITUICAO NAO SERA ALTERADA. A
EQUIPE DO CAPS AUXILIARAO NA SEPARAGAO DOS PRONTUARIOS DO PACIENTES COM
DEPRESSAO, POIS, SAO ELES QUE FIZERAM O DIAGNOSTICO DO PACIENTES ANTERIORMENTE.
Os critérios de inclusdo serdo pacientes com idade maior que 20 anos e que possuam no prontuario do
CAPS o Cédigo Internacional da Doenca da depressdo (F32-33), e que concordem em participar assinando
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os critérios de exclusdo serdo os pacientes que
possuam alguma deficiéncia que impega a compreensdo dos questionarios, ndo queiram participar da
pesquisa e /ou ndo assinem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) E O GRUPO
VULNERAVEL CUJA AUTONOMIA POSSA ESTAR COMPROMETIDA POR INTERVENGAO
PSICOFARMACOLOGICA.

Os individuos pertencentes ao grupo controle serdo convidados a participar da pesquisa, apos seréo
criteriosamente selecionado entre pacientes em controle clinico. Através de entrevista, serdo selecionados
aqueles que ndo apresentem historia pessoal ou familiar (parentes de primeiro grau) de doengas
neuropsiquiatricas possivelmente assaciadas com o polimorfismo definidas como depresséo,
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desordem do péanico, autismo, transtorno obsessivo-compulsivo, esquizofrenia e alcoolismo. O
RECRUTAMENTO SERA REALIZADO ATRAVES DE CARTAZES QUE SERAO DISTRIBUIDOS NOS
PRINCIPAIS LOCAIS DE ACESSO DA CIDADE. A COLETA DOS DADOS SERAO EM UM ESPAGO
CEDIDO PELO CAPS.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.3. No documento "PROJETO SIPPEE ago2014.pdf" 1&-se: "Os individuos pertencentes ao grupo controle
serdo convidados a participar da pesquisa, apds serdo criteriosamente selecionado entre pacientes em
controle clinico”. No "PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_PROJETO_207975.pdf" de 18/10/2014, no item
"Critério de Inclusdo", |1&-se: "Pacientes com idade maior que 20 anos e que possuam no prontuario do
CAPS o Cddigo Internacional da Doenga da depressdo (F32-33), e que concordem em participar assinando
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).". Solicita-se que sejam fornecidos também maiores
detalhamentos sobre critérios de inclusdo do grupo controle e o local especifico do recrutamento, uma vez
que o CAPS é "um servigo especifico para o cuidado, ateng&o integral e continuada as pessoas com
necessidades em decorréncia do uso de alcool, crack e outras drogas". Diante do exposto, ndo esta
evidente qual a caracterizag&o da amostra do grupo controle (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens I11.1.f,
IV.3.aelV.4.b).

RESPOSTA: Ajustado.

As amostras deste estudo serdo pacientes adultos com idade maior que 20 anos e que possuam no seu
prontuario do Centro de Atengdo Psicossocial (CAPS) de Alegrete, o Codigo Internacional da Doenga da
depressdo (F32-33), os individuos. A EQUIPE DE PESQUISA ESTARA NA INSTITUICAO
COPARTICIPANTES EM DIAS E TURNOS ALTERNADOS, SENDO ASSIM, OS INDIVIDUOS QUE FOREM
AO CAPS PARA ACOMPANHAMENTO OU CONSULTA SERAQ CONVIDADOS A SERAO CONVIDADOS
A PARTICIPAR DA PESQUISA, SERAO EXPLICADOS TODOS OS PROTOCOLOS A SEREM
REALIZADOS. A ROTINA DO ATENDIMENTO DA INSTITUICAO NAO SERA ALTERADA. A EQUIPE DO
CAPS AUXILIARAO NA SEPARAGCAO DOS PRONTUARIOS DO PACIENTES COM DEPRESSAQ, POIS,
SAO ELES QUE FIZERAM O DIAGNOSTICO DO PACIENTES ANTERIORMENTE.

Os critérios de inclusdo serdo pacientes com idade maior que 20 anos e que possuam no prontuario do
CAPS o Cadigo Internacional da Doenca da depresséo (F32-33), e que concordem em participar assinando
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Os critérios de exclusdo serdo os pacientes que
possuam alguma deficiéncia que impega a compreensdo dos questionarios, ndo queiram participar da
pesquisa e /fou ndo assinem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) E O GRUPO
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VULNERAVEL CUJA AUTONOMIA POSSA ESTAR COMPROMETIDA POR INTERVENGAO
PSICOFARMACOLOGICA.

Os individuos pertencentes ao grupo controle serdo convidados a participar da pesquisa, apos seréo
criteriosamente selecionado entre pacientes em controle clinico. Através de entrevista, serdo selecionados
aqueles que n&o apresentem historia pessoal ou familiar (parentes de primeiro grau) de doengas
neuropsiquiatricas possivelmente associadas com o polimorfismo definidas como depresséo, desordem do
panico, autismo, transtorno obsessivo-compulsivo, esquizofrenia e alcoolismo. © RECRUTAMENTO SERA
REALIZADO ATRAVES DE CARTAZES QUE SERAO DISTRIBUIDOS NOS PRINCIPAIS LOCAIS DE
ACESSO DA CIDADE. A COLETA DOS DADOS SERAO EM UM ESPACO CEDIDO PELO CAPS.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.4. Em atengdo as pendéncias acima, a equipe de pesquisa devera incluir outros profissionais de saude,
i.e. psicdlogos efou psiquiatras, envolvidos no acompanhamento dos pacientes atendidos no CAPS e
essenciais para a correta identificagdo dos participantes de pesquisa. Solicita-se adequagéo.
RESPOSTA: Os profissionais do CAPS ndo participaram da pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.5. O Cronograma néo esta adequado, pois informa que o estudo ja teve inicio. Solicita-se esclarecimento
e, caso necessario, adequagdo do cronograma com relagdo a data de inicio do estudo, dado que ele ainda
se encontra em analise no sistema CEP/CONEP até a presente data. (Norma Operacional CNS n°® 001 de
2013, item 3.3.f).

RESPOSTA: Ajustado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

2.6. O Orgamento Financeiro ndo esta de acordo com o solicitado pela Norma Operacional CNS n° 001 de
2013, item 3.3.e. Solicita-se que seja apresentado orgamento financeiro detalhado, que especifique todos os
recursos, fontes e destinagdo, em especial os custos operacionais (recursos humanos e materiais).
RESPOSTA: Ajustado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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3. Quanto aos documentos necessarios para armazenamento de material biolégico humano em
biorrepositério: A analise do Protocolo de Pesquisa indica que havera formacgdo de biorrepositério ao longo
da execugdo da pesquisa. Salienta-se que todos os aspectos relativos a formagao de biorrepositério ao
longo da execucdo de uma pesquisa (com ou sem possibilidade de utilizagdo em investigagbes futuras)
deverdo ser seguidos, conforme explicitado na Resolucdo CNS 441/11 e na Portaria MS 2201/11. Solicita-se
uma revisdo das referidas normativas e apresentagio de:

3.1. Justificativa quanto a necessidade e oportunidade para utilizagdo futura das amostras bioldgicas
coletadas no estudo em tela (se pertinente);

RESPOSTA: O projeto, entretanto, sera desenvolvido na UNIPAMPA, nessa instituicdo se dara o
armazenamento do material biologico, logo, ndo ha instituicdes envolvidas.”. Mesmo ndo havendo a
utilizagdo futura das amostras elas serdo armazenada na instituigdo até serem analisadas. Nao havera a
retengdo de amostras para armazenamento em banco. Desta forma, apds o término do presente estudo,
todas as amostras bioldgicas serdo adequadamente eliminadas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.2. Declaragdo de que toda nova pesquisa a ser realizada com o material armazenado no biorrepositério
sera submetida para aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa institucional e, quando for o caso, da
Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) (se pertinente);

RESPOSTA: O projeto, entretanto, sera desenvolvido na UNIPAMPA, nessa instituicdo se dara o
armazenamento do material biolégico, logo, ndo ha instituices envolvidas.”. Mesmo ndo havendo a
utilizagdo futura das amostras elas serdo armazenada na instituigdo até serem analisadas. Nao havera a
retencdo de amostras para armazenamento em banco. Desta forma, apds o término do presente estudo,
todas as amostras bioldgicas serao adequadamente eliminadas.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.3. Regulamento/Regimento do(s) laboratdrio(s) envolvido(s) no armazenamento do material bioldgico dos
participantes de pesquisa;

RESPOSTA: Ainda n&o foi aprovado o regimento dos laboratérios da UNIPAMPA.

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. A analise do Protocolo de Pesquisa indica que de fato havera
formacgdo de biorrepositério ao longo da execu¢io da pesquisa. Assim sendo, conforme solicitado no
Parecer Consubstanciado n°® 946.950 de 16/02/2015, ainda que ndo exista previsdo de armazenamento de
material bioldgico para uso futuro, todos os aspectos relativos a formagéo de
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Biorrepositorio ao longo da execugdo de uma pesquisa (ainda que seja temporario) deverdo ser seguidos,
conforme explicitado na Resolugdo CNS n°® 441 de 2011 e Portaria n® MS 2201 de 2011. Solicita-se
adequacgéo.

RESPOSTA: N&o existe previsdo de armazenamento de material biolégico para uso futuro, mas todos os
aspectos relativos a formagédo de Biorrepositério ao longo da execucgéo da pesquisa (ainda que seja
temporario) deverdo ser seguidos, conforme a Resolugdo CNS n° 441 de 2011 e Portaria n® MS 2201 de
2011. Ainda néo foi aprovado o regimento dos laboratérios da UNIPAMPA.

ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA. Quando o regimento dos laboratérios da UNIPAMPA
for disponibilizado, deve ser apresentado ao CEP.

RESPOSTA: Segundo o parecer da CONEP, deve ser anexado regimento de laboratérios, visando que esta
regulamentagao ainda ndo ocorreu. Foi encaminhado a NORMA OPERACIONAL N° 001/2015-CSP de 28
de Outubro de 2015, que: Estabelece normas reguladoras para 0 armazenamento e utilizagdo de materiais
biolégicos humanos utilizados em projetos de pesquisa da Fundacg&o Universidade Federal do Pampa
—UNIPAMPA.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.4, Termo de Acordo firmado entre as instituigdes participantes, contemplando formas de
operacionalizagdo, compartilhamento e utilizagdo do material biolégico humano armazenado em
biorrepositdrio, inclusive a possibilidade de dissolugdo futura da parceria e a consequente partilha e
destinagdo dos dados e materiais armazenados, conforme previsto no TCLE. Explicitando ainda o tipo e a
quantidade dos materiais compartilhados, informando sua destinagdo apés a utilizagéo (se pertinente);
RESPOSTA: Nao havera a retengdo de amostras para armazenamento em banco para futuros estudos.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.5. No cadastro do Protocolo de Pesquisa na Plataforma Brasil
("PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_207975.pdf" de 18/10/2014) foi informado que ndo
havera retengdo de amostras para armazenamento em banco. Solicita-se adequacgao.

RESPOSTA: Nao havera a retengdo de amostras para armazenamento em banco. Desta forma, apos o
término do presente estudo, todas as amostras biologicas serdo adequadamente eliminadas.

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA. A analise do Protocolo de Pesquisa indica que de fato havera
formacao de biorrepositério ao longo da execugdo da pesquisa. Assim sendo, conforme solicitado
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no Parecer Consubstanciado n°® 946.950 de 16/02/2015, ainda que ndo exista previsdo de armazenamento
de material bioldgico para uso futuro, todos os aspectos relativos a formac&o de Biorrepositério ao longo da
execugdo de uma pesquisa (ainda que seja temporario) deverdo ser seguidos, conforme explicitado na
Resolugdo CNS 441/11 e Portaria MS 2201/11. No cadastro do protocolo de pesquisa na Plataforma Brasil,
no item "Havera retengdo de amostras para armazenamento em banco?" devera ser informado "sim", uma
vez que o termo "banco" contempla biorrepositdrio ou biobanco. Solicita-se adequagéo.

RESPOSTA: ADEQUADO

N&o existe previsdo de armazenamento de material biolégico para uso futuro, mas todos os aspectos
relativos a formagdo de Biorrepositério ao longo da execugido da pesquisa (ainda que seja temporario)
deverdo ser seguidos, conforme a Resolugdo CNS n° 441 de 2011 e Portaria n® MS 2201 de 2011. Ainda
nao foi aprovado o regimento dos laboratdrios da UNIPAMPA.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

3.6. Em relag3o ao transporte de material biolégico de origem humana em suas diferentes modalidades e
formas, o pesquisador e a instituigdo devem estar atentos as normas e disposigdes legais, em especial a
Resolugdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) RDC N° 20 de 10 de abril de 2014, para
garantir a seguranga, minimizar os riscos sanitarios e preservar a integridade do material transportado.
RESPOSTA: Ajustado. As normas da RDC serdo seguidas pelos pesquisadores e instituigdo. As normas da
Resolugdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) RDC N° 20 de 10 de abril de 2014, serdo
seguidas para garantir a seguranga, minimizar os riscos sanitarios e preservar a integridade do material
transportado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4. Quanto ao TCLE, documento intitulado "TCLE 2014.pdf", postado em 17/10/2014:

4.1. No campo "Titulo do projeto" 1&-se: "A influéncia de uma alimentagdo no polimorfismo do gene da
enzima triptofano hidroxilase 2", diferente do titulo da pesquisa cadastrada na Plataforma Brasil e no Projeto
Detalhado. Todos os documentos devem conter o mesmo titulo. Solicita-se adequagéo.

RESPOSTA: Ajustado. A influéncia de uma alimentacdo deficiente em triptofano em conjunto com
polimorfismos do gene da enzima triptofano hidroxilase 2 (TPH 2) no desenvolvimento da
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depressdo
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.2. Na pagina 1 |é-se: "Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, de uma PESQUISA
A INFLUENCIA DE UMA ALIMENTACAO NO POLIMORFISMO DO GENE DA ENZIMA TRIPTOFANO
HIDROXILASE 2 (Dissertagdo de Mestrado). Este estudo esta sendo realizado para identificar e caracterizar
os fatores genéticos associados a doenca (depressao). Sera realizado em pacientes que tenham ou néo de
doenca.". Para maior clareza, solicita-se que este trecho passe a ter a seguinte redagao: "Vocé esta sendo
convidado(a) a participar, como voluntario, de um projeto de pesquisa denominado ‘[nome do projeto de
pesquisa de acordo com o cadastro na Plataforma de Brasil]'. Este projeto de pesquisa esta sendo realizado
para estudar a influéncia da alimentacgao e de fatores genéticos no desenvolvimento da depressao e incluira
pacientes com e sem esta doenga.".

RESPOSTA: Ajustado.

"Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, de um projeto de pesquisa denominado “A
INFLUENCIA DE UMA ALIMENTACAO DEFICIENTE EM TRIPTOFANO EM CONJUNTO COM
POLIMORFISMOS DO GENE DA ENZIMA TRIPTOFANO HIDROXILASE 2 (TPH 2) NO
DESENVOLVIMENTO DA DEPRESSAQ” (Dissertagdo de Mestrado). Este projeto de pesquisa esta sendo
realizado para estudar a influéncia da alimentagéo e de fatores genéticos no desenvolvimento da depresséo
e incluira pacientes com e sem depressao”

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.3. Na pagina 1 1é-se: "Ja existem outros trabalhos associando polimorfismos (alteragbes no gene que
codifica a enzima triptofano hidroxilose 2 - TPH -2); nos genes TPH-2 com a doenga depressdo.". Para
maior clareza, solicita-se que este trecho passe a ter a seguinte redagéo: "Ja existem outros trabalhos
associando polimorfismos no gene TPH-2 com a doenga depresséo.".

RESPOSTA: Ajustado.

"Ja existem outros trabalhos associando polimorfismos com a doenga depressdo. Porém, nenhum deles
levou em consideragdo o fator alimentagdo nem dados bioquimicos, como exames de sangue das pessoas
analisadas."

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.4. Solicita-se informar o nimero de possiveis participantes de pesquisas selecionados para que

Enderego: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Salde

Bairro: Asa Norte CEP: 70.750-521
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 13 de 23

105



COMISSAO NACIONAL DE Plataforma
ETICA EM PESQUISA %wl

Continuagéo do Parecer: 1.808.637

o participante tenha nogéo de sua relevancia no estudo.

RESPOSTA: Ajustado.

"O numero de possiveis participantes deste projeto de pesquisa sera de 200, outras pesquisas também
utilizam este namero amostral."

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.5, Solicita-se reescrever o texto incluido nos 3° e 4° paragrafos, pois apresentam informagées repetidas
que padem comprometer a compreensao do participante de pesquisa.

RESPOSTA: Ajustado.

"O numero de possiveis participantes deste projeto de pesquisa sera de 200, outras pesquisas também
utilizam este nimero amostral. Para executar este trabalho, realizaremos uma coleta de 5 ml de sangue na
qual permitira identificar as possiveis alteragdes nos niveis de serotonina (uma substancia cerebral),
triptofano e sédio. A partir desta amostra de sangue também sera extraido o seu material genético (DNA,)
permitindo assim detectar alteragdes no gene que codifica a enzima triptofano hidroxilase 2. As informagoes
quanto as medidas de protegdo de dados individuais, resultados de exames, somente serdo acessiveis aos
pesquisadores envolvidos e que ndo serd permitido o acesso a terceiros (seguradoras, empregadores,
supervisores hierarquicos etc.).".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.6. Na pagina 1 |é-se: "Cabe ressaltar que esta coleta tera como UNICO desconforto A PICADA da agulha
e NAO devera haver NENHUM tipo de reacgdo local (dor, inchaco e coceira)." (destaque nosso). Solicita-se
que o trecho "a picada" seja substituido por "a picada". Ainda, a coleta de sangue pode envolver outros
desconfortos, tais como dor, inchago, vermelhidao no local onde a agulha perfurar a pele, tonturas, infeccéo
no sangue, dano de um vaso sanguineo, dentre outros. Dessa forma, solicita-se adequar e também
informar, no TCLE, as medidas para minimizar os riscos.

RESPOSTA: Ajustado.

"Cabe ressaltar que esta coleta tera como unico desconforto a picada da agulha e ndo devera haver
nenhum tipo de reagéo local (dor, inchago, vermelhidao no local onde a agulha perfurar, tonturas, danos nos
vasos e coceira). O uso do sangue para qualquer outra finalidade que ndo seja a pesquisa deste projeto é
totalmente vetado."
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ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA.

N&o €& correto informar que "... ndo devera haver nenhum tipo de reacdo local (dor, inchago, vermelhiddo no
local onde a agulha perfurar, tonturas, danos nos vasos e coceira)". Assim sendo, conforme solicitado no
Parecer Consubstanciado n° 946.850 de 16/02/2015, solicita-se adequar o TCLE informando ainda as
medidas para minimizar estes riscos.

RESPOSTA: Cabe ressaltar que esta coleta tera como desconforto a picada da agulha e podera haver
algum tipo de reacdo local (dor, inchago, vermelhiddo no local onde a agulha perfurar, tonturas, danos nos
vasos e coceira). Por isso, para reduzir o risco de efeitos adversos como os ja citados, o profissional de
saude é treinado para realizar a coleta. O uso do sangue para qualquer outra finalidade que ndo seja a
pesquisa deste projeto é totalmente vetado.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.7. Na pagina 1 |é-se: "Para executar este trabalho, realizaremos uma coleta de sangue [...]". Solicita-se
informar ao participante o que sera realizado com as amostras de sangue coletadas. O TCLE deve conter o
consentimento de autorizagdo para coleta, armazenamento e utilizagdo das amostras biolégicas conforme a
Resolugdo CNS 441/11, itens 2.1l e 6 e Portaria MS 2.201/11, Capitulo Il, Artigos 5° e Capitulo 1ll, Artigo 8).
O documento deve informar se as amostras serdo utilizadas apenas para os propositos descritos no
protocolo (e destruidas apo6s a sua utilizagdo) efou se havera armazenamento para utilizagdo em
investigagdes futuras. Solicita-se, informar ao participante que, em caso de utilizagdo das amostras em
pesquisas futuras, ele sera contatado novamente para fins de convite e autorizagio expressa do novo uso
por meio de novo TCLE.

RESPOSTA: Ajustado.

"No caso de utilizagdo das amostras em pesquisas futuras, vocé serd convidado e contatado novamente a
participar e devera assinar a autorizagao (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) para o uso das
amostras."

ANALISE: PENDENCIA NAO ATENDIDA.

Existe uma evidente contradigdo nos seguintes trechos: "A amostra bioldgica (sangue) NAO SERA
UTILIZADA PARA INVESTIGACOES FUTURAS, SENDO DESTRUIDAS APOS A UTILIZACAO." (destaque
nosso) e "No caso de UTILIZACAO DAS AMOSTRAS EM PESQUISAS FUTURAS, vocé sera convidado e
contatado novamente a participar e devera assinar a autorizagio (Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido) para o uso das amostras. Assim sendo, conforme solicitado no Parecer Consubstanciado n°®
946.950 de 16/02/2015 solicita-se informar ao participante o destino das
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acesso a terceiros (seguradoras, empregadores, supervisores hierarquicos etc.).
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

iv. informacg&o quanto as medidas de prote¢&o de dados individuais, resultados de exames e testes, bem
como do prontudrio, que somente serdo acessiveis aos pesquisadores envolvidos e que ndo sera permitido
0 acesso a terceiros (seguradoras, empregadores, supervisores hierarquicos etc.).

RESPOSTA: As informagdes quanto as medidas de prote¢do de dados individuais, resultados de exames,
somente serdo acessiveis aos pesquisadores envolvidos e que ndo sera permitido o acesso a terceiros
(seguradoras, empregadores, supervisores hierarquicos etc.).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

v. informagédo quanto a medidas de protegdo contra qualquer tipo de discriminag@o ou estigmatizagao,
individual ou coletiva.

RESPOSTA: As informagdes quanto as medidas de protegédo de dados individuais, resultados de exames,
somente serdo acessiveis aos pesquisadores envolvidos e que ndo sera permitido o acesso a terceiros
(seguradoras, empregadores, supervisores hierarquicos etc.).

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.9. Na pagina 1 |1é-se: "Serdo avaliados peso e estatura, vocé respondera os questionarios sobre sintomas
depressivos (tristeza, desanimo, etc.) e também sobre como é sua alimentagio.". O documento deve
informar o tempo aproximado que o participante levara para preencher os questionarios. Solicita-se
adequacgao.

RESPOSTA: Ajustado.

"Serdo avaliados peso e estatura, vocé respondera os questionarios sobre sintomas depressivos (tristeza,
desanimo, etc) e também sobre como é sua alimentagdo, o tempo estimado para responder aos
questionarios é de 30 minutos."

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.10. Na pagina 1 |é-se: "As informagdes COLETADOS neste estudo sdo SECRETAS, e ndo seréo
REVELADOS, portanto, os pacientes ndo serdo identificados fora da pesquisa." (destaque nosso). Para
maior clareza, solicita-se que este trecho passe a ter a seguinte redacgdo: "As informagdes coletadas neste
estudo sdo confidenciais, e ndo serdo reveladas, portanto, vocé ndo sera

Enderego: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Salde

Bairro: Asa Norte CEP: 70.750-521
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 17 de 23

108



COMISSAO NACIONAL DE Plataforma
ETICA EM PESQUISA %wl

Continuagéo do Parecer: 1.808.637

identificado fora da pesquisa.”.

Ainda, considerando que o participante da pesquisa tem direito ao sigilo e a confidencialidade e a equipe do
estudo tem o dever de garanti-lo, solicita-se adequagdo, devendo-se descrever de modo claro e afirmativo
que sera assegurada a garantia de sigilo, com a descri¢gdo dos procedimentos para tal, ou seja, como os
dados e documentos serdo anonimizados antes de serem encaminhados pela equipe responsavel pelos
cuidados do participante do estudo para qualquer outra instancia, seja para monitoramento, auditoria,
inspecdo ou outros pesquisadores (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens Ill.2.i e IV.3.e).
RESPOSTA: Ajustado.

"As informagdes coletados neste estudo sdo confidenciais, e ndo serdo reveladas, portanto, vocé ndo sera
identificado fora da pesquisa. A amostra biolégica (sangue) ndo sera utilizada para investigaces futuras,
sendo destruidas apos a utilizagdo. Todos os documentos serdo armazenado no periodo de 5 anos pelos
pesquisadores responsaveis, assegurando assim, o sigilo das informagdes. No caso de utilizagdo das
amostras em pesquisas futuras, vocé sera convidado e contatado novamente a participar e devera assinar a
autorizagdo (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido) para o uso das amostras."

ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA. Solicita-se substituir a expressdo "As informagdes
coletados..." por "As informagdes coletadas...". Ainda, conforme solicitado no Parecer Consubstanciado n°®
946,950 de 16/02/2015, solicita-se descrever de modo claro e afirmativo que sera assegurada a garantia de
sigilo, com a descrigdo dos procedimentos para tal, ou seja, como os dados e documentos serdo
anonimizados antes de serem encaminhados pela equipe responsavel pelos cuidados do participante do
estudo para qualquer outra instancia, seja para monitoramento, auditoria, inspe¢édo ou outros pesquisadores
(Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens Ill.2.i e IV.3.e).

RESPOSTA: As informagdes coletadas neste estudo sédo confidenciais, e ndo serdo reveladas, portanto,
vocé ndo serd identificado fora da pesquisa. A amostra biolégica (sangue) ndo sera utilizada para
investigagdes futuras, sendo destruidas apos a utilizagdo. Todos os documentos serdo armazenado no
periodo de 5 anos pelos pesquisadores responsaveis, assegurando assim, o sigilo das informagdes.
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.11. Na pagina 2 lé-se: "Ao mesmo tempo, aproveitamos a ocasido para ressaltar que a sua participagdo
sera de grande valor para a ciéncia e, a0 mesmo tempo, para as pessoas com a
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doencga depressdo, uma vez que as informagbes obtidas com a realizagio deste trabalho poderdo ajudar no
tratamento dos pacientes com depressao e assim comegcar a adicionar alimentos ricos em triptofano na sua
alimentago junto & medicagdo habitual." (destaque nosso). Solicita-se excluir todo o trecho, considerando
que as informagbes descritas podem induzir o participante a aceitar o convite para participar do estudo,
comprometendo assim o exercicio da autonomia.

RESPOSTA: Ajustado. O trecho foi excluido.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.12. Na pagina 2 1&-se: "Nao havera nenhum tipo de custo para o senhor (a) em qualquer fase do estudo.
Também néo havera pagamento pela sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera paga
pelo orgamento da pesquisa.”. Cabe ressaltar que, como prevé o item 1V.3.g da Resolugdo CNS n° 466 de
2012, deve ser garantido ao participante de pesquisa E DE SEU ACOMPANHANTE, quando necessario, o
ressarcimento de despesas decorrentes da participagdo no estudo, tais como transporte e alimentagdo nos
dias em que for necessaria sua presenga para consultas ou exames. Assim sendo, solicita-se que a garantia
de ressarcimento dos gastos decorrentes da participagdo no estudo seja apresentada de modo claro e
afirmativo. Solicita-se adequacao.

RESPOSTA: Ajustado.

"N&o havera nenhum tipo de custo para o senhor (a) em qualquer fase do estudo. Também n&o havera
pagamento pela sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional é garantido o ressarcimento das
despesas do participante e seus acompanhantes, quando necessario, ela sera paga pelo orgamento da
pesquisa. Se vocé sofrer qualquer tipo de dano resultante de sua participag@o na pesquisa, previsto ou ndo
no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, tém direito a indenizagéo, por parte do pesquisador, do
patrocinador e das instituicdes envolvidas nas diferentes fases da pesquisa.”

ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA.

Para maior clareza, solicita-se que o trecho "Se existir qualquer despesa adicional é garantido o
ressarcimento das despesas do participante e seus acompanhantes, quando necessario, ela sera paga pelo
orgamento da pesquisa." passe a ter a seguinte redagdo: "Se existir qualquer despesa adicional, para o
senhor (a) ou seu acompanhante, ela sera paga pelo orgamento da pesquisa.”.

RESPOSTA: Se existir qualquer despesa adicional, para o senhor (a) ou seu acompanhante, ela sera paga
pelo orgamento da pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.
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4.13. Na pagina 2 |é-se: "Este termo sera escrito em duas vias, ficando uma COPIA com o/a senhor (a) e
outra com o pesquisador." (Destaque nosso). Tendo em vista que a via entregue ao Participante de
Pesquisa representa as garantias oferecidas pelo Pesquisador Responsavel e pelo Patrocinador, solicita-se
que a palavra em destaque seja substituida por "via" (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item 1V.3.1).
RESPOSTA: Ajustado.

"Este termo sera escrito em duas vias, ficando uma via com o/a senhor (a) e outra com o pesquisador."
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.14. Nao constam garantias de indenizagdo em caso de danos decorrentes da participagéo no estudo.
Ressalta-se que o participante sempre tem direito a indenizagdo por danos relacionados a pesquisa
(Resolugdo CNS n° 466 de 2012, itens 1.7, IV.3.h e V.7). Solicita-se adequacéao.

RESPOSTA: Ajustado. "Se vocé sofrer qualquer tipo de dano resultante de sua participagdo na pesquisa,
previsto ou ndo no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, tém direito a indenizagéo, por parte do
pesquisador, do patrocinador e das instituigbes envolvidas nas diferentes fases da pesquisa."

ANALISE: PENDENCIA PARCIALMENTE ATENDIDA. Solicita-se excluir a expressdo "do patrocinador",
uma vez que o projeto de pesquisa conta com financiamento préprio.

RESPOSTA: Se vocé sofrer qualquer tipo de dano resultante de sua participagdo na pesquisa, previsto ou
n&o no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, tém direito a indenizagao, por parte do pesquisador e
das instituicdes envolvidas nas diferentes fases da pesquisa.

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.15. Solicita-se que seja inserida no TCLE a informagdo de que o pesquisador, ou pessoa por ele delegada
e sob sua responsabilidade devera conceder o tempo adequado para que o convidado a participar da
pesquisa possa refletir, consultando, se necessario, seus familiares ou outras pessoas que possam ajuda -
los na tomada de deciséo livre e esclarecida (Resolugdo CNS n° 466 de 2012, item IV.1.c).

RESPOSTA: Ajustado.

"Vocé tera tempo necessario para que possa refletir, consultando, se necessario, seus familiares ou
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outras pessoas que possam ajuda-los na tomada de decisao livre e esclarecida.”
ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.16. Solicita-se que o documento contenha uma breve descrigdo do que é Comité de Etica em Pesquisa e
CONEP, qual o seu papel na avaliagdo e monitoramento de uma pesquisa, o enderego, horario de
funcionamento e as suas formas de contato (Resolugdo CNS n°® 466 de 2012, item IV.5.d).
RESPOSTA: Ajustado.

"Assim, se ainda tiver qualquer duvida o senhor (a) podera realizar uma ligag&o a cobrar para o nimero do
coordenador da pesquisa (55 99996050) ou Comité de Etica em Pesquisa- CEP (55 3413 4321). O CEP e
Comissdo Nacional de Etica e Pesquisa- CONEP s3o responsaveis pela avaliagdo e acompanhamento dos
aspectos éticos de todas as pesquisas envolvendo seres humanos, o enderego: Campus Uruguaiana — BR
472, Km 592, Prédio Administrativo — Sala 23, Caixa Postal 118, Uruguaiana — RS, horario de
funcionamento: 8h-17h (segunda-sexta)."

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.17. Na pagina 2, no campo data, |é-se: "Alegrete ___ 2014.". Solicita-se adequacao, tendo em vista que o
projeto ainda se encontra em analise no sistema CEP/CONEP até a presente data.

RESPOSTA: Ajustado. "Alegrete _ /_ /15",

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.18. Para garantir a integridade do documento, solicita-se que sejam inseridos os nimeros de cada pagina,
bem com a quantidade total delas (p.e. 1 de 2).

RESPOSTA: Ajustado. "Péagina 2 de 2".

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

4.19. O TCLE deve conter um campo para as rubricas do pesquisador responsavel e do participante da
pesquisa ou seu responsavel (ou a informacéo de que todas as paginas devem ser rubricadas), em todas as
paginas, devendo ambos assinar a ultima pagina do documento (Resolugdo CNS n® 466 de 2012, item
1V.5.d). Solicita-se adequacao.
RESPOSTA: Ajustado.

"Rubrica do pesquisador responsavel;
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Rubrica do participante da pesquisa:

COMISSAO NACIONAL DE
ETICA EM PESQUISA

37

ANALISE: PENDENCIA ATENDIDA.

Consideragoes Finais a critério da CONEP:
Diante do exposto, a Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa - Conep, de acordo com as atribuicdes
definidas na Resolugdo CNS n°® 466 de 2012 e na Norma Operacional n°® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se

pela aprovagao do proj

eto de pesquisa proposto.

Situago: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

QB

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 05/09/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 207975.pdf 21:52:42
Projeto Detalhado/ |PROJETO_SIPPEE.pdf 05/09/2016 | SAMARA MARQUES| Aceito
Brochura 21:52:17 |DOS REIS
Investigador
Qutros Norma_QOperacional.pdf 05/09/2016 |SAMARA MARQUES| Aceito
21:49:02|DOS REIS

Qutros CARTA_RESPOSTA. pdf 05/09/2016 |SAMARA MARQUES| Aceito
21:47:24 |DOS REIS

TCLE/Termos de |TERMO_DE_CONSENTIMENTO_LIVR | 09/07/2016 |SAMARA MARQUES| Aceito

Assentimento / E_E_ESCLARECIDO_2016.pdf 20:26:15 |DOS REIS

Justificativa de

Auséncia

QOutros TERMO DE CONFIDENCIALIDADE.pdf | 19/05/2015 Aceito
21:33:29

Qutros AUTORIZACAO DA INSTITUICAQ.pdf 19/05/2015 Aceito
21:28:02

Qutros AUTORIZACAO DA INTITUICAOZ2.pdf 19/05/2015 Aceito
21:27:09

Outros INSTRUMENTOS DE PESQUISA.pdf 19/05/2015 Aceito
21:25:13

Folha de Rosto FOLHA DE ROSTO 2014.pdf 25/03/2014 Aceito
10:40:55

Situacao do Parecer:
Aprovado
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BRASILIA, 11 de Novembro de 2016

Assinado por:

Jorge Alves de Almeida Venancio
(Coordenador)

Enderego: SEPN 510 NORTE, BLOCO A 3° ANDAR, Edificio Ex-INAN - Unidade Il - Ministério da Salde

Bairro: Asa Norte CEP: 70.750-521
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-5878 E-mail: conep@saude.gov.br

Pagina 23 de 23



115

ANEXO B - ASPECTOS ETICOS (TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do projeto: A influéncia de uma alimentacéo no polimorfismo do gene da enzima
triptofano hidroxilase 2

Coordenadores: Andrés Delgado Cafiedo e José Arthur Chies

Pesquisador responsavel: Samara Marques Dos Reis

Instituicdo: Universidade Federal do Pampa — Unipampa/Universidade Federal do Rio Grande
do Sul- UFRGS

Telefone celular do pesquisador para contato (inclusive a cobrar) (55) 99996050

Vocé esta sendo convidado(a) para participar, como voluntario, de uma PESQUISA A
INFLUENCIA DE UMA ALIMENTACAO NO POLIMORFISMO DO GENE DA
ENZIMA TRIPTOFANO HIDROXILASE 2 (Dissertacdo de Mestrado). Este estudo esta
sendo realizado para identificar e caracterizar os fatores genéticos associados a doenca
(depressdo). Sera realizado em pacientes que tenham ou ndo de doenca. Pacientes com
depressdo podem apresentar alteragdes (também denominadas polimorfismos) no gene que
codifica a enzima triptofano hidroxilase 2 (TPH-2) e/ou possuir baixos niveis de uma substancia
(triptofano) no sangue.

Por este motivo, seus dados genéticos, como também os dados referentes a alimentacao
sdo de grande importancia. Ja existem outros trabalhos associando polimorfismos (alteracdes
no gene que codifica a enzima triptofano hidroxilose 2 - TPH -2); nos genes TPH-2 com a
doenca depressdo. Porém, nenhum deles levou em consideracao o fator alimentacdo nem dados
bioguimicos, como exames de sangue das pessoas analisadas. Neste trabalho, esta sendo
pesquisado se a alimentacdo deficiente em triptofano pode influenciar, junto com as alteracGes
do gene da enzima triptofano hidroxilase 2, no desenvolvimento da doenga depressao.

Para executar este trabalho, realizaremos uma coleta de sangue na qual permitird

identificar as possiveis alteracdes nos niveis de serotonina (uma substancia cerebral), triptofano
e sodio. A partir desta amostra de sangue também serd extraido o seu material genético (DNA,)
permitindo assim detectar alteragdes no gene que codifica a enzima triptofano hidroxilase 2.

Visto & importancia em saber se o paciente é portador dos polimorfismos (alteragcdes no
gene que codifica a enzima triptofano hidroxilose 2 - TPH -2) em questéo, estaremos coletando
5 ml de sangue dos voluntarios para realizar o diagnéstico genético e também dosar alguns
marcadores bioquimicos. Cabe ressaltar que esta coleta terd como Unico desconforto a picada
da agulha e ndo devera haver nenhum tipo de reagéo local (dor, inchaco e coceira). O uso do
sangue para qualquer outra finalidade que ndo seja a pesquisa deste projeto é totalmente vetado.

Serdo avaliados peso e estatura, vocé respondera os questionarios sobre sintomas
depressivos (tristeza, desanimo, etc) e também sobre como € sua alimentacdo. Esperamos que
as perguntas realizadas ndo causem nenhum tipo de constrangimento e, se assim for, sinta-se
livre para nos falar o que desejar responder.

Todas as informagdes serdo coletadas pelos pesquisadores que séo capacitados para a
realizacdo das medidas e coleta sanguinea. Embora as medidas corporais e 0s questionarios nao
apresentem riscos fisicos, vocé pode se sentir constrangido ao ser medido (estatura e massa
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corporal) ou em responder alguma questdo. Caso isso ocorra, VOcé poderé se recusar a participar
do estudo ou de uma parte dele, sua vontade sera respeitada, ndo havendo nenhuma penalizacéo.
As informac0es coletadas neste estudo séo secretas, e nao seréo revelados, portanto, os

pacientes ndo serdo identificados fora da pesquisa.

Ao mesmo tempo, aproveitamos a ocasido para ressaltar que a sua participacao sera de
grande valor para a ciéncia e, a0 mesmo tempo, para as pessoas com a doenga depressao, uma
vez que as informacdes obtidas com a realizacdo deste trabalho poderdo ajudar no tratamento
dos pacientes com depresséao e assim comecar a adicionar alimentos ricos em triptofano na sua
alimentacéo junto a medicacédo habitual.

Por meio deste documento e a qualquer momento, vocé podera tirar suas duvidas que
ainda tenha sobre o estudo em qualquer aspecto que quiser. Também poderd desistir de
participar a qualquer momento, sem sofrer qualquer tipo de critica por parte dos pesquisadores.

N&o haverd nenhum tipo de custo para o senhor (a) em qualquer fase do estudo. Também
ndo havera pagamento pela sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
paga pelo orcamento da pesquisa. Assim, se ainda tiver qualquer duvida o senhor (a) podera
realizar uma ligacdo a cobrar para o numero do coordenador da pesquisa (55 99996050) ou
Comité de Etica e Pesquisa (55 3413 4321). Este termo sera escrito em duas vias, ficando uma
copia com o/a senhor (a) e outra com o pesquisador.

Seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo, e os dados da pesquisa serdo guardados
em local seguro pelo pesquisador responsavel. Os resultados poderdo ser divulgados em
publicacdes cientificas (revistas relacionadas a salde e ciéncia).

Assim que o trabalho estiver concluido vocé sera convidado a participar de uma reuniao
no Centro de Atencdo Psicossocial de Alegrete no qual o nosso grupo de pesquisa apresentara
as informacGes obtidas e ficard aberto para esclarecer tudo aquilo que pudermos responder
através do conhecimento que tivemos.

Nome do Participante da Pesquisa / ou responsavel:

Assinatura do Participante da Pesquisa

Nome do Pesquisador Responsavel: SAMARA MARQUES DOS REIS

Assinatura do Pesquisador Responsavel- SAMARA MARQUES DOS REIS

Alegrete  / /



ANEXO C- INVENTARIO DE BECK I (BDI-II)

Instrugdes:

Este questiondrio consiste em 21 grupos de afirmagdes. Por favor, leia cada uma delas cuidadosa-

mente. Depois, escolha uma frase de cada grupo, a que melhor descreva o modo como vocé tem se
sentido nas duas tltimas semanas, incluindo o dia de hoje. Faca um circulo em volta do nimero
(0,1,2,ou 3), cortespondente a afirmagio escolhida em cada grupo. Se mais de uma afirmagio em um
grupo lhe parecer igualmente apropriada, escolha a de nimero mais alto neste grupo. Verifique se nio
marcou mais de uma afirmagio pot grupo, incluindo o item 16 (Alterages no padrio de sono) e o item
18 (Alteragoes de apetite).

1.

Tristeza

(0 Nio me sinto triste.

I Eu me sinto triste grande parte do tempo.

2 Estou triste o tempo todo.

3 Estou tdo triste ou tdo infeliz que ndo
consigo suportar.

Pessimismo

0 Nio estou desanimado(a) a respeito do meu
futuro.

| Eu me sinto mais desanimado(a) a respeito do
meu futuro do que de costume.

2 Nio espero que as coisas déem certo para mim.

3 ‘Sinto que ndo ha esperanga quanto ao meu
futuro. Acho que 6 vai piorar.

Fracasso passado

(0 Nao me sinto um(a) fracassado(a).

1 Tenho fracassado mais do que deveria.

2 Quando penso no passado vejo muitos
fracassos.

3 Sinto que como pessoa sou um fracasso total.

Perda de prazer

0 Continuo sentindo o mesmo prazer que sentia
com as coisas de que eu gosto.

1 Nio sinto tanto prazer com as coisas como
costumava sentir.

2 Tenho muito pouco prazer nas coisas que eu
costumava gostar,

3 Ndo tenho mais nenhum prazer nas coisas que
costumava gostar.

Sentimentos de culpa

(0 Nao me sinto particularmente culpado(a).

1 Eu me sinto culpado(a) a respeito de varias
coisas que fiz ¢/ou que deveria ter feito.

2 Eu me sinto culpado(a) a maior parte do
tempo.

3 Eu me sinto culpado(a) o tempo todo.

6.

¥

Sentimentos de punicio

0 Nio sinto que estou sendo punido(a).
1 Sinto que posso ser punido(a).

2 Euacho que serei punido(a).

3 Sinto que estou sendo punido(a).

Auto-estima

0 Eu me sinto como sempre me senti em relagio
a mim mesmo(a).

Perdi a confianga em mim mesmo(a).

Estou desapontado(a) comigo mesmo(a).

Nio gosto de mim.

Wl N —

Autocritica

0 Nao me critico nem me culpo mais do que o
habitual.

1 Estou sendo mais critico(a) comigo mesmo(a)
do que costumava ser.

2 Eume critico por todos 0s meus erros.

3 Eu me culpo por tudo de ruim que acontece.

Pensamentos ou desejos suicidas

0 Nao tenho nenhum pensamento de me matar.

1 Tenho pensamentos de me matar, mas ndo
Jevaria isso adiante.

2 Gostaria de me matar.

3 Eume mataria se tivesse oportunidade.

10. Choro

0 Nao choro mais do que chorava antes.

1 Choro mais agora do que costumava chorar.
2 Choro por qualquer coisinha.

3 Sinto vontade de chorar, mas ndo consigo.
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11. Agitacio

0 Nio me sinto mais inquicto(a) ou agitado(a)
do que me sentia antes.

1 Eu me sinto mais inquicto(a) ou agitado(a)
do que me sentia antes.

2 Eu me sinto tdo inquieto(a) ou agitado(a)
que ¢ dificil ficar parado(a).

3 Estou tdo inquieto(a) ou agitado(a) que tenho
que estar sempre me mexendo ou fazendo
alguma coisa.

12, Perda de interesse

0 Nio perdi o interesse por outras pessoas ou
por minhas atividades.

1 Estou menos interessado pelas outras pessoas
ou coisas do que costumava estar.

2 Perdi quase todo o interesse por outras pessoas
ou coisas.

3 E dificil me interessar por alguma coisa.

13. Indecisio

0 Tomo minhas decisdes tao bem quanto antes.

1 Acho mais dificil tomar decisdes agora do que
antes.

2 Tenho muito mais dificuldade em tomar
decisdes agora do que antes.

3 Tenho dificuldade para tomar qualquer
decisdo.

14. Desvalorizacio

0 Nao me sinto sem valor.

I Néo me considero hoje tdo util ou ndo me
valorizo como antes.
Eu me sinto com menos valor quando me
ComMparo com outras pessoas.
3 Eume sinto completamente sem valor,

2

15. Falta de energia
0 Tenho tanta energia hoje como sempre tive.
I Tenho menos energia do que costumava ter.
2 Nio tenho encrgia suficiente para fazer muita
coisa.
Nao tenho energia suficiente para nada.

2

16. AlteragGes no padrio de sono
0 Ngo percebi nenhuma mudanga no meu sono.
la Durmo um pouco mais do que o habitual.
Ib Durmo um pouco menos do que o habitual.
2a Durmo muito mais do que o habitual.
2b Durmo muito menos do que o habitual.
3a Durmo a maior parte do dia.
3b Acordo 1 ou 2 horas mais cedo ¢ ndo consigo
voltar a dormir.

17. TIrritabilidade
0 Nao eston mais irritado(a) do que o habitual.
1 Estou mais irritado(a) do que o habitual.
2 Estou muito mais irritado{a) do que o habitual
3 Fico irritadoa) o tempo todo.

18. Alteracdes de apetite

0 Nao percebi nenhuma mudanga no meu apetite.

la Meu apetite esta um pouco menor do que o
habitual.

1b Meu apetite esta um pouco maior do que o
habitual.

2a Meu apetite estd muito menor do que antes.

2b Meu apetite esta muito maior do que antes.

3a Nio tenho nenhum apetite.

3b Quero comer o tempo todo.

19. Dificuldade de concentracio

0 Posso me concentrar tdo bem quanto antes.

1 Nio posso me concentrar tio bem como

habitualmente.

2 E muito dificil para mim manter a
concentragdo em alguma coisa por muito
tempo.

3 Eu acho que ndo consigo me concentrar em
nada.

20. Cansaco ou fadiga

0 Néio estou mais cansado(a) ou fadigado(a) do
que o habitual.

1 Fico cansado(a) ou fadigado(a) mais
facilmente do que o habitual.

2 Eu me sinto muito cansado(a) ou fadigado(a)
para fazer muitas das coisas que costumava
fazer.

3 Eu me sinto muito cansado(a) ou fadigado(a)
para fazer a maioria das coisas que costumava
fazer,

21. Perda de interesse por sexo

0 Nao notei qualquer mudanga recente no meu
INteresse por sexo.

1 Estou menos interessado(a) em sexo do que
costumava estar.

2 Estou muito menos interessado(a) em sexo
agora.

3 Perdi completamente o interesse por s€xo.
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