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"A ciéncia ndo pode resolver o mistério
definitivo da natureza, porque, em ultima
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que estamos tentando resolver”

Max Planck (1858-1947)
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Lista de Abreviaturas, Simbolos e Unidades

AgRP — proteina relacionada a agouti

CART - transcrito regulado por cocaina e anfetamina
COMT - catecol-O-metil transferase

CRH — hormonio liberador de corticotrofina

DRD2 — receptor de dopamina D2

IMC - indice de massa corporal

INSR — receptor de insulina

LEPR — receptor de leptina

MAOA — monoamina oxidase A

MC4R - receptor melanocortina 4

a-MSH — alfa-horménio estimulador de melandcitos
NPY — neuropeptideo Y

POMC — pro-opiomelanocortina

SNC - sistema nervoso central

TRH — hormoénio liberador de tirotrofina

VTA — area tegumentar ventral

WC - “waist circumference” (circunferéncia da cinfura

WHR - *“waist-to-hip ratio” (raz&o cintura-quadril)



Resumo

O aumento da prevaléncia de obesidade em variaSeseglo planeta vem se
revelando como um dos mais importantes fenémendsicaiepidemioldgicos da
atualidade. Fatores como a mudanca do habito ai#meno estilo de vida sedentario,
aliados a determinantes genéticos ainda pouco cmiuse desempenham um papel
relevante na patogénese desta doenca. Nos Ultismartbs, desde o descobrimento do
horménio leptina, avancos consideraveis foram obtith caracterizacdo dos mecanismos
hipotalamicos do controle da ingestdo alimentaris Tavancos tém revelado as
particularidades de um sistema complexo e integradém oferecido novas perspectivas
para abordagens terapéuticas especificas. Apeseontidbuicdo de fatores genéticos no
desenvolvimento do ganho de peso ser amplamentnirecida, a real contribuicdo
guantitativa dos mesmos em fendtipos relacionadasy@a uma questdo complexa que
precisa ser esclarecida.

Na presente Tese, foram avaliados onze polimorSsemo oito genes candidatos e
suas possiveis influéncias sobre parametros deaneads distribuicdo da gordura corporal
em uma amostra da populacdo da regido metropolttarfforto Alegre de ancestralidade
predominantemente européia. Foram analisados pdismos localizados nos seguintes
genes candidatos a obesidade: Proteina relacianagauti (AgRP), Transcrito regulado
por cocaina e anfetamina (CART), Receptor canaind (CNR1), Catecol-O-metil
transferase (COMT), Receptor de dopamina D2 (DRDBB@yoamina oxidase A (MAOA),
Receptor melanocortina 4 (MC4R) e Pro-opiomelartow@r(POMC). Os genotipos para

cada polimorfismo foram determinados através ddificagdo do DNA de cada individuo



pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase )(RCRosterior clivagem com
endonucleases de restricdo especificas quando saeces Os gendtipos foram
determinados apds separacéo eletroforética endgé&garose ou poliacrilamida.

Dentre os individuos da amostra, a maioria del2sc¢8) apresentou peso normal
(IMC<25Kg/nf), enquanto que 36,9% foram classificados comoegaisio e 20,5% como
obesos (IMG30Kg/nf). Os parametros corporais de gordura analisadasmfo
influenciados pelas variantes dos genes CART, CNBOMT e DRD2. O polimorfismo
CART -156A/G foi associado ao aumento da obesidéd®minal determinada através da
razdo cintura-quadril (WHR); interacdo com fumoesior a correcdo de Bonferroni foi
também observada. Da mesma forma, o polimorfismRLTM895A/G e o haplbtipo
contendo os trés alelos selvagens dos polimorfismadisados nesse gene mostraram-se
associados a presenca de obesidade abdominaltaBidretal efeito haplotipico ndo se
sustentou apés a correcao de Bonferroni. O polisod COMT 158G/A foi associado ao
aumento do indice de massa corporal (IMC), embalragsociacdo também ndo tenha
permanecido apos correcdes para multiplos tesées Variante DRD2 -141hs/Del
mostrou-se associada a obesidade abdominal de wu iade-dependente. Nao foram
observadas associacdes significantes para as dearastes analisadas (AgRP 199G/A,
CNR1 1359G/A, CNR1 3813A/G, DRD2 TaglA, MAOA u-VNT8Opb, MC4R -2745C/T
e POMC 8246C/T).

Os dados aqui apresentados reforcam as evidéreigsedos estudos de associacao
representam uma ferramenta poderosa na identiical variantes genéticas que
influenciam a susceptibilidade as doencas complexasicipalmente quando essas

influéncias séo analisadas dentro de seu cont@dtogizo e ambiental.



Abstract

The worldwide increase in the prevalence of ogasitbecoming one of the most
important clinical-epidemiological phenomena atspreg day. Environmental factors such
as changes in lifestyle and feeding behavior aasetiwith poorly characterized genetic
determinants are thought to play the most importaigs in the pathogenesis of this
disease. During the last ten years, since the desgoof leptin, great advances were
obtained in the characterization of the hypothatamechanisms involved in food intake
control. Such advances are unveiling a complexiatafrated system and are opening a
wide perspective for the finding of novel therapeutrgets for the treatment of this
harming condition. Despite the contribution of ganéctors to the development of weight
gain being widely recognized, the real quantitatogmtribution of them is a complex
guestion yet to be answered.

In the present study, we evaluated the influencaenfen variants at eight candidate
genes on mass parameters and body fat distributi@am European derived sample from
Porto Alegre metropolitan region. Polymorphisms evénvestigated in the following
candidate genes related to obesity: Agouti-relafgotein (AgRP), Cocaine and
Amphetamine-regulated transcript (CART), Cannaldnaiceptor 1 (CNR1), Catechol-O-
methyltransferase (COMT), Dopamine receptor D2 (RRDMonoamine oxidase A
(MAOA), Melanocortin receptor 4 (MC4R) and Proopeianocortin (POMC). Genotypes

for each variant were determined by the polymexdsen reaction (PCR) coupled with
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endonuclease restriction digestion when neces3drg. genotypes were identified after
electrophoresis in agarose or polyacrylamide gels.

Most individuals in our sample (42.6%) had a normaight (BMI<25 kg/m),
while 36.9% could be classified as overweight aAb® were obese (BMt30 kg/nf).
The body fat parameters investigated were influeipeCART, CNR1, COMT and DRD2
gene variants. The CART -156A/G was associated witlieased abdominal obesity
determined through waist-to-hip ratio (WHR), as Iwad it showed an interaction with
smoking habits only before Bonferroni correctiom foultiple tests. Similarly, the CNR1
4895A/G polymorphism was associated with the presenf central obesity. The haplotype
derived from the three wild variants studied instigene was associated with abdominal
obesity, although this effect disappeared afterf@wani correction. The COMT 158G/A
was significantly associated with increased bodyssnandex (BMI), but not after
Bonferroni adjustments. Finally, the DRD2 -14kS/Del showed to exert an influence on
central obesity in an age-dependent way. No sicanti associations were observed for the
remaining variants (AgRP 199G/A, CNR1 1359G/A, CNB813A/G, DRD2 TaglA,
MAOA u-VNTR 30pb, MC4R -2745C/T and POMC 8246C/T).

The data revealed here reinforce evidence thatcedt®m studies are a powerful
tool to identify genetic variants for susceptilyilio complex diseases, mainly when they

are analyzed in a biological-environmental context.
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I.1. Obesidade: definicdo e caracterizacao

A obesidade € o resultado de uma disfuncéo cr@udaalanco energético. Quando
a energia ingerida € maior do que a energia degfendcorre uma expansdao dos
adipécitos e, em alguns casos, o aumento do nudessas celulas. Como resultado, tem-
se um balanco energético positivo associado acogd@tpeso. Podemos assim definir que
a obesidade é um acumulo anormal ou excessivordergono tecido adiposo. Entretanto,
tal doenca pode acarretar profundas conseqiénaiastd a vida de seus portadores, que
variam desde sintomas psicologicos superficiai® sdrias comorbidades, podendo
diminuir tanto a qualidade quanto o tempo de vidssds individuos. De fato, 0 aumento
dos adipdcitos pode induzir outros disturbios méiabs e levar, conseqglentemente, a
doencas como diabetes, doencas cardiovasculamaglicacdes respiratorias, cancer (de
mama e préstata, por exemplo), entre outras (Wdeklth Organization, 2000).

Durante muito tempo, a medicina procurou um padeicéalculo que pudesse ser
utilizado em todo o mundo e que permitisse idemdificlinicamente, da melhor forma
possivel, o ponto a partir do qual uma pessoa pedesr considerada como portadora de
sobrepeso e/ou obesa. Existe uma série de medidagsh, porém o indice de Massa
Corpérea (IMC), por sua praticidade, € hoje acettmo padrdo de medida internacional.
Esse indice, que é calculado pela raz&o peso daitkgd em nf), baseia-se na premissa de
gue a maior parte da variacdo no peso para pedasoagsma altura é devida a massa de
gordura corporal desses individuos. A Organizacaadvhl da Saude, baseada em estudos

demonstrando o aumento nos riscos a saude assaciado ganho de peso, definiu que
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um IMC igual ou superior a 25 kgfné classificado como sobrepeso e que um IMC igual
ou superior a 30 kg/fré classificado como obesidade. Um IMC igual ou sap& 40
kg/m? é diagnosticado como obesidade mérbida. Embora amtifjpacdo da gordura
corporal seja importante, também é extremamentvapte saber onde a mesma esta
localizada. A gordura depositada na regido abddraicerreta mais riscos a saude do que
se ela estiver concentrada em outra parte do cgrpo,exemplo. Medidas que séo
comumente usadas na pratica médica para avaliaidalde abdominal séo a circunferéncia
da cintura (WC) e a razéo cintura-quadril (WHR). B&® as medidas estdo associadas a
doencas cardiovasculares. Entretanto, existem msi@® de que a raz&o cintura-quadril
seja mais eficiente, uma vez que leva em consideragircunferéncia do quadril, o qual
esta inversamente associado com disfuncdes metabd@ihipertensédo (de Koning e cols.,
2007). A obesidade abdominal é identificada climeate em mulheres que apresentam
WC > 88cm e/ou WHR> 0,80 cm e em homens com W(02cm e/ou WHR- 0,95 (Han

e cols., 1998a). A Tabela 1 e a Tabela 2 indicamsgss de ocorréncia de comorbidades
associados com o IMC e medidas de obesidade abdofC e WHR), respectivamente,
em adultos (World Health Organization, 2000). Msitcespecialistas utilizam,
conjuntamente, os métodos IMC e razao cintura-gyzatha avaliar com mais seguranca os
risco de saude do paciente. Além disso, a avalidedses parametros é fundamental para
gue se possam realizar comparacdes dentro e emprdapdes, identificar pessoas ou
grupos de individuos que apresentem risco aumemtd@dnorbidade ou mortalidade e, a

partir disso, priorizar intervengdes tanto indiaguguanto em diferentes comunidades.

14



Tabela 1 Classificacdo de adultos de acordo com o indicedssa corporal (IMC) e ris
de comorbidades associadas a obesidade

Classificacao IMC (kg/m?) Risco de comorbidades
Baixo peso <185 Baixo*

Normal 18,5-24,9 Média populacional
Sobrepeso 25-29,9 Levemente aumentado
Obeso classe | 30-34,9 Moderado
Obeso classe |l 35-39,9 Severo

Obeso morbido >40 Extremamente severo

*Entretanto esses individuos apresentam outrodgr@s clinicos associados
(adaptado de World Health Organization, 2000)

Tabela 2 Circunferéncia da cintura (WEp razdo cintura-quadril (WHR)sexo-
especificas e riscos de complicagfes metabodlicasiasias a obesidade central

Riscos de complicacdes metabdlica Homem Mulher
WC (cm)?

Normal <94 <80
Aumentado >94<102 >80<88
Substancialmente aumentado >102 >88
WHR (cm)®

Normal <0.95 <0,80
Substancialmente aumentado >0.95 >0,80

(adaptado de World Health Organization, 2000)

O mundo vive hoje o que podemos chamar de epidéan@besidade, uma vez que
a prevaléncia dessa doenca tem crescido em pragsorjarmantes durante os ultimos
anos, contabilizando mais de 75% desde 1980. Tallézou a Organizacdo Mundial da

Saude a classifica-la como uma epidemia global [@Wetealth Organization, 1998).
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Atualmente, se reconhece que a obesidade é umgadoednica, tanto pelo sofrimento
pessoal que causa nos individuos afetados, cornapsio que traz aos sistemas de saude
publica e as sociedades (Ravussin e Bouchard, 28@0@) somente paises desenvolvidos,
mas também paises em desenvolvimento estdo serthnlad. Além disso, por estar
aumentando rapidamente entre criancas, as conseggiédessa doenca poderdo ser
observadas mais claramente em um futuro bem prooonundo, mais de um bilh&o de
adultos apresentam sobrepeso ou sdo obesos, umgueea urbanizacdo, as rapidas
mudancas tecnologicas e a disponibilidade de atwsgualataveis tém alterado o modo de
vida das pessoas. Dessa forma, a maior causardessde epidemia parece ser a mudanca
ambiental, que promove uma excessiva ingestaoicaléraixa atividade fisica, condices
gue sdo pobremente compensadas por caracteridticassso genoma (Loos e Bouchard,
2003). Apesar dos poucos dados epidemioldgicoouigpis, estudos referentes a regido
das Américas indicam que essa prevaléncia aumeiaaio em homens quanto em
mulheres (Tabela 3). Ainda, em paises desenvolados Brasil foi observado que esse
aumento ocorreu, principalmente, entre familiasras (Monteiro e cols., 1995; Swinburn
e Egger, 2002). Um baixo salario diminui a pos&lhide de uma alimentacdo saudavel, o
gue leva a bairros com baixo status socioecondteinderem a ser mais obesogénicos do
gue aqueles com alto status (Reidpath e cols.,)2002a baixa renda familiar estd também
associada com elevados niveis de estresse cr@sapyais podem acarretar na busca do
conforto através da alimentacdo, consumo excesivalcool e, inclusive, na ativacdo
cronica do eixo adrenal pituitario hipotalamico dBjtorp e Rosmond, 2000), resultando,

assim, no desenvolvimento da obesidade.
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Tabela 3 Prevaléncia da obesidade (IM8) kg/nf) em paises da regi&o das Américas

Pais Ano Idade Prevaléncia da obesidade (%) Referéncias
(@nos)  Homens Mulheres
Brasil 1975 25-64 3,1 8,2 Monteiro e cols., 1995
1989 25-64 59 13,3 Monteiro e cols., 1995
Canada 1978 20-70 6,8 9,6 Health Welfare Canad, 19
1981 20-70 8,5 9,3 Fitness Canada, 1986
1988 20-70 9,0 9,2 Stephens e Craig, 1990
Estados 1960-1962 20-74 10,4 15,1 Flegal e cols., 1998
Unidos  1971-1974 20-74 11,8 16,1 Flegal e cols., 1998
1976-1980 20-74 12,3 16,5 Flegal e cols., 1998
1986-1990 18-74 15 15 Reeder e cols., 1992
1988-1994 20-74 19,9 24,9 Flegal e cols., 1998

(adaptado de World Health Organization, 2000)

Sao muitos os fatores que atuam contra o aumentgadbo de peso, sendo,

provavelmente, o maior deles a discriminacdo sqméds quais passam individuos com

sobrepeso ou obesos nas sociedades ocidentaise(Butvnell, 2001). A obesidade leva a

reducdo de oportunidades de trabalho, educacéaciarbmentos e inclusdo social

(Stunkard, 1996) e isso parece ser mais potentenelineres do que em homens. Outro

fator que desfavorece o aumento de peso € o destmofitico associado com a doencga, o

qgual reduz substancialmente a qualidade de vidsadggessoas (Han e cols., 1998b). Para

alguns individuos obesos, a insatisfacdo com o ogop desconforto fisico e a

estigmatizacdo social relacionadas a gula e a ge@godem desencadear ou aumentar

eventos de depressado, ansiedade, sentimentos)dedudo-estima e culpa. Algumas das

consequéncias desses problemas psicologicos pedeneter a ingestdo energética (como
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recorréncia a alimentos ou bebidas alcodlicas) enlwzir a atividade fisica (através da
letargia ou falta de motivacdo) (Wardle, 1999). mMlélisso, alguns medicamentos
utilizados para amenizar tais transtornos psicotisyicomo drogas psicotropicas) podem
favorecer o aumento do peso corporal (SwinburngeE@004).

Atualmente, diversas sociedades constantementendisam a pessoa obesa como
se ela fosse a Unica responsavel por seu estattetdero, isso ndo condiz com a realidade,
uma vez que o obeso nada mais € do que o resultadma série de fatores organicos,
ambientais e psicossociais, que tém implicacOetedopara o desenvolvimento dessa
doenca caracterizada pelo excesso de gordura ebrpartanto, ndo podemos considerar
um ou outro fator isoladamente, ja que o ideal @ urtegracdo de todos os mecanismos

gue podem estar contribuindo para a etiologia @sidade humana.

[.2. O Componente Genético da Obesidade Humana

E dificil contestar o fato de que a prevaléncimblesidade tem aumentado ao redor
do mundo e que individuos com sobrepeso ou obedée se tornando cada vez mais
obesos com o passar dos anos. Entretanto, sGaspasccertezas sobre as verdadeiras
causas desse fendmeno. Uma vez que essa atuahgptden se desenvolvido somente ha
trés décadas, o genoma humano ndo pode ter safmadancas significativamente
suficientes para ser o Unico responsavel por semtecmento. De fato, mudancas

ambientais e no estilo de vida dos individuos (caumento do consumo de alimentos
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ricos em gordura e reducdo da atividade fisica t@apeis fundamentais nessa
contribuicdo ao ganho de peso. Estima-se que alhédhde da obesidade seja 77%
(Wardle e cols., 2008), mostrando-se um caratetaanmgnte herdavel, mas também sujeito
a fatores ambientais.

Dentre os fatores ambientais que tém contribuicdhstemtemente para a promogao
de um ambiente obesogénico e, por conseguinte, paaamento do ganho de peso,
encontra-se a modernizacdo. Toda a gama de redesuddgicos que, se por um lado
possibilitam mais conforto, por outro acabam redodp o sedentarismo. Por outro lado, a
grande avalanche de produtos saborosos e pratedsitamente acessiveis e econdémicos,
sdo noticiados a todo instante na midia. O sécdoX marcado por uma dieta rica em
gorduras (principalmente as de origem animal), aca@alimentos refinados, e reduzida em
carboidratos complexos e fibras. Portanto, a relag&rgica entre genotipo e ambiente faz
com que na presenca da predisposicdo genéticasadatle, a severidade da doenca seja
amplamente determinada pelo estilo de vida e papaslicbes ambientais (Figura 1).
Quando individuos que vivem em um ambiente restrigvoluem em direcdo a um
ambiente obesogénico, como ocorre em paises imizstios, a maioria ganha peso.
Contudo, aqueles com alta predisposicdo genétiacgbesidade ganhardo mais peso,
enguanto que aqueles resistentes a obesidade anpauco ou nenhum peso (Loos e
Bouchard, 2003). Além disso, a restricdo energéimde resultar em uma significativa
perda de peso em individuos obesos. Entretantos@ddodos que apresentam sucesso
nessa reducgéo, e, similarmente ao ganho de pesoneambiente obesogénico, a reducao
do peso em resposta a um balanco energético negatstra diferencas interindividuais
mediadas pelo componente genético (Loos e Ranki@@fb). Tais diferencas na

predisposicdo ao ganho de peso estédo represemdasrés diferentes setas na Figura 1,
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as quais unem ‘“predisposicdo genética” ao “balanenergético positivo”.
Esquematicamente, a seta mais estreita correspandena baixa ou inexistente
predisposicdo genética a obesidade, enquanto queet@s intermediaria e larga
correspondem a uma susceptibilidade aumentada, ngodgromover um balanco
energético positivo durante um longo periodo de ptemAtualmente, diversos
pesquisadores tém se perguntado onde reside e de ntpneira surgiu nossa
susceptibilidade biol6gica a obesidade. Contudo psd@icas as hipoteses que podem tentar

nos aproximar de uma definicdo biolégica capazsdtaeecer tais fatos.

Ambiente obesogénico

v

Comportamento obesogénico

~ R A

Balanco energético positivo

v

Ganho de peso

Figura 1 - Modelo hierarquico da relagcéo entre diferentessels de determinantes
do ganho de peso corporal (adaptado de Bouchadd) 20
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A primeira hipotese a esse respeito, denominadayedetipo frugal (“thrifty
genotype”), foi proposta ha 47 anos pelo geneticistmes V. Neel da Universidade de
Michigan (Neel, 1962). De acordo com essa hipoteseggntepassados que apresentassem
genotipos promotores de deposicdo de gordura, ipodder sido favorecidos durante as
épocas de escassez alimentar, uma vez que aguakeseasistentes a desnutricdo teriam
sobrevivido em maior propor¢do. Remanescente dopdg incertos de nossos ancestrais
cacadores-coletores, 0s quais tiravam seu susdarpodpria natureza, essa fome instintiva
0S mantiveram vivos em um mundo competitivo quegiaxio consumo de grandes
guantidades de energia. Entretanto, a presencasdgssotipos “austeros” ou "poupadores”
se torna desvantajosa em nossa sociedade mod&rgaee jela promove a deposicédo de
gordura e prepara os individuos para uma épocaltke de alimentos que pode nunca
acontecer. Portanto, 0 que antigamente era umatedstica que aumentava a capacidade
de sobrevivéncia, hoje pode ser uma das principaissas do acentuado aumento da
obesidade por todo o mundo. Contudo, alguns pestpres tém sugerido que essa
hipotese dos genotipos frugais é insuficiente esgnta muitas falhas ao tentar explicar o
aumento da prevaléncia do ganho de peso (Boucl2®@{y; Prentice e cols., 2008;
Speakman, 2008).

Em 1989, Neel modificou sua propria teoria origirsligerindo que a pressao
seletiva atuante sobre os gendtipos frugais pdesvee ocorreu posterior a era
Paleolitica, e ndo durante, como sugerido antednten(Neel, 1989). Atualmente, Prentice
e cols. (2008) apoiam a idéia de que tais peridgofome e escassez de alimentos eram
raros entre populacdes de cacadores-coletoresp sent evidentes em sociedades de
agricultores e, através de sua influéncia naiigatile, poderiam ter sido a fonte principal da

pressdo seletiva atuante no genoma humano. Deassa, fo efeito principal seria mediado
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pela fertilidade, e ndo pela viabilidade, desselividuos capazes de sobreviverem a
grandes faltas de alimentos. A selecdo por featled ainda, poderia ter sido capaz de
produzir consideraveis mudancas evolutivas em umoge historico relativamente
pequeno, como observamos nos dias de hoje. Entret&8peakman (2008) contesta a
fecundidade maior entre individuos obesos, umaquezlongos periodos de fome foram
sempre seguidos por periodos de intensa fecund@adengo da historia. Nesse caso,
periodos de fome com intensa mortalidade seriaativamente raros, o que néo teria
implicacdo alguma em um evento seletivo. Além do fia maioria das pessoas nessas
condicbes morrerem devido a outras doencas, cofetacdebre tifoide e diarréia, geradas
por baixo saneamento basico (Tauxe e cols., 1988),indices de mortalidade
discriminados sdo geralmente exagerados, uma vezsguconfundem com eventos de
migracdo. O autor ainda discute que as pessoas ngueem por inanicdo sao
principalmente criangas menores de 10 anos e aduttaiores de 40 anos que,
provavelmente, ja passaram seus genes e nao eftitossa selecdo. Além disso, tais
criancas podem estar morrendo, preferivelmentedecorréncia da caréncia de cuidados
por pais e avés do que por desnutricdo. Portastgendtipos frugais presentes atualmente
nao foram selecionados positivamente no passads, Sim, sofreram um processo
aleatorio de deriva genética em decorréncia de faiteade selecdo. Dentre essas teorias
citadas, ainda ndo podemos apontar uma delas comaisaadequada para explicar a
predisposicéo biolégica a obesidade.

Mesmo apresentando divergéncias quanto as origenaigl genotipos frugais na
populacdo mundial, ndo podemos deixar de enfajizar indiscutivel o relevante papel da
predisposicdo genética no ganho de peso, a qua ped o resultado de diferencas

biolégicas e comportamentais gerados por diversasegy ou pela combinacdo de
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diferentes gendtipos. De forma geral, muitos estusiegeriram um forte componente
genético na obesidade humana (Bouchard e colsQ; 198iner e cols., 2000). Esses
trabalhos indicaram que, em resposta a dietas ide kalor calérico, alguns individuos
perderam peso mais facilmente do que outros, maslex)com 0 mesmo gendtipo
responderam de maneira similar quando expostos smanalieta. Esses experimentos
confirmaram que existe uma diferenca considerdwel farma como os individuos
respondem a alteragbes do balanco energético, & quagnitude de suas respostas as
mudancas na dieta (alimentacdo induzida ou resteg&rgética) € influenciada por uma
predisposicdo genética. Além disso, pessoas quelssas desde a infancia apresentam
gualitativamente e quantitativamente diferentesiés de regulacdo daquelas que alcangam
a obesidade gradualmente como o passar dos anoxl@le Gillett, 2001). Dessa forma,

0 que se observa é que a obesidade no mundo esthtamdo, sugerindo que existe uma
debilidade na regulacéo do apetite e no controleod@eostase energética.

Com excecao de algumas doencas raras, na grandeantis familias de pacientes
obesos ndo se observa um padrao claro de heramgkelinea. O excesso de adiposidade é
uma caracteristica multifatorial complexa, estasdb a influéncia de fatores sociais,
comportamentais, fisiolégicos, metabdlicos e genétiinteragindo entre si. Sdo diversos
os estudos que procuram explicar os mecanismosgeastéio alimentar (Weinsier e cols.,
1998; Schwartz e cols., 2000; Woods e cols., 2008k trabalhos descrevem o0s processos
gue influenciam a atividade alimentar e propdem etaxdpara que se possa entender a

relacdo entre fatores biologicos e ambientais.
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[.3. Controle da Ingestédo Alimentar

7z

A regulacdo da ingestdo alimentar € baseada em nintado sistema de
“feedback”, o qual é influenciado ndo somente mbfponibilidade de nutrientes, mas
também por varios fatores ambientais e psicolégiBo®cente identificacdo de peptideos
relacionados a fome e a saciedade, bem como derseegtores, tem aumentado o
interesse de pesquisadores nos mecanismos deg&gula apetite, como um foco especial
na identificacdo de ferramentas que podem ser wmieigratamento farmacoldgico de
desordens alimentares, desde anorexia até obegEidaeson-Albertsson, 2005).

A resposta de cada individuo a dieta ou a outrdsréfs ambientais varia
consideravelmente, dependendo das caracteristasagndcanismos de controle do peso
corporal apresentados pelos mesmos. Esse elemeifgoendial, especialmente
considerando o controle da obesidade por dieta&rowacos, sdo conhecidos como uma
possivel resposta individual dependente do “backgtd genético (Palou e cols., 2000).
Entretanto, existem algumas limitagGes nas invastigs do comportamento alimentar em
humanos. Individuos em ambientes laboratoriaisnowlénicas, nas quais sao alimentados
segundo um protocolo restrito, comportam-se ditereente daquelas ocasifes onde estao
livres para fazerem o que desejam. Consequentententa-se muito dificil obter-se um
real dado quantitativo a respeito do comportamatitnentar dessas pessoas (Blundell e
Gillett, 2001).

A obesidade pode ser o resultado de mudancas ggnéiu adquiridas em trés

principais tipos de processos bioquimicos: condradea ingestdo alimentar, do gasto
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energético e do armazenamento de energia. Porfeeo a@e estudo desse trabalho, apenas
os controles relacionados a ingestédo alimentaoshis&utidos a seguir.

Existem diversos aspectos a serem consideradosgudacdo do comportamento
alimentar. Dentro do aspecto temporal dos mecarsigstaacontrole do apetite, incluem-se o
controle a curto prazo, por sinais fisicos e lipgoade peptideos digestivos em resposta ao
alimento, e o controle crénico ou a médio-longaprafetuado por sinais (como a leptina)
gue indicam os niveis de reserva energética nooc@pntre os aspectos qualitativos do
controle do apetite, podemos citar os mecanismtecioeados a selecdo de certos
nutrientes especificos ou grupos de nutrientesquass sdo determinados pelo grau de
prazer experimentado pelos individuos (sistema lmelsico de recompensa). Por ultimo,
devemos considerar que todos esses processos shider@]os por mecanismos

integrativos (Palou e cols., 2000).

1.3.1. Neurénios Hipotalamicos

Nos ultimos dez anos, avancos consideraveis foltatiidas na caracterizacdo dos
mecanismos hipotalamicos de controle da fome eotaebstase energética. Em grande
parte, tais avancos foram possiveis gracas a fideigfio do horménio leptina e do estudo
de sua a¢ao no sistema nervoso central (Zhangse t6b4). Acredita-se hoje que um dos
desfechos deste acumulo progressivo de conhecimmejg@ possibilidade de se revelarem

alvos mais especificos para a abordagem terapélatioaesidade.
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Sao diversos os tipos de biomoléculas capazes tetadas as informacdes
relacionadas a situacdo energética externa (disiidade alimentar) a situacédo energética
interna (reservas energética e nutricional). Eattet a insulina e a leptina ja sdo
suficientes para nos possibilitar uma interpretdigoldgica dos processos envolvidos no
controle do balanco energético e explica-los, pelenos parcialmente, em termos
genéticos e moleculares. Ambos hormdnios circularmeéreis que sdo proporcionais ao
volume de gordura corporal (Bagdade e cols., 1@®rsidine e cols., 199@) entram no
SNC proporcionalmente aos seus niveis plasmatiasré e cols., 1993; Schwartz e cols.,
1996). Os receptores de leptina (LEPR) e insullNSR) s&o expressos por neurdnios
cerebrais envolvidos na ingestdo energética (Baskiols., 1988; 1999; Cheung e cols.,
1997), sendo que a administracdo cerebral desgeilges reduz a ingestdo alimentar
(Woods e cols., 1979; Campfield e cols., 1995; \Iéerg cols., 1995), enquanto que a
deficiéncia dos mesmos faz o oposto (Zhang e d®94; Sipols e cols., 1995).

Na ultima década, as expressdes de LEPR e INSKtemsa nervoso central foram
avaliadas por varios grupos que observaram quesaamke ambos 0s receptores serem
encontrados em multiplas e distintas regides debcér a presenca no hipotalamo, e mais
especificamente no nudcleo arqueado, é a mais mar¢kolli e cols., 1994; Tartaglia,
1997; de LAFML e cols., 1999; Torsoni e cols., 20@8¢é o presente, duas sub-populacdes
de neurdnios foram bem caracterizadas no nucleaweadp. Uma expressa 0s
neurotransmissores orexigénicos NPY e AgRP, enquaat outra expressa o0S
neurotransmissores anorexigénias$ISH (clivado a partir de POMC) e CART (Flier,
2004). Existe uma certa controvérsia quanto a ssgpede LEPR e INSR nestas duas sub-
populagdes. A maior parte dos estudos sugere qbesaos receptores estejam presentes

igualmente nas duas sub-populacdes de neurbniosbégk e Kahn, 2004; Flier, 2004,
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Munzberg e Myers, 2005; Plum e cols., 2005); eatriet, em estudo recente, Xu e cols.
(2005) apresentaram evidéncias de que apenas it SH/CARTErgicos expressam

LEPR e INSR, e que neurdnios NPY/AgRPérgicos passapenas o INSR. Apesar de
gue, do ponto de vista funcional, tal controvémdéva resultar em poucas diferencas,
guando se discute a viabilidade do emprego de agen$ neuromodulatérias como
método farmaco-terapéutico para a obesidade, atainmformacdo passa ter um valor
determinante.

Diversos estudos tém demonstrado que a leptinaseqge um papel mais
importante do que a insulina no controle da honasestenergética via SNC. Como
exemplo, é possivel observar que uma deficiénciemtea leva a obesidade severa, com
hiperfagia que persiste até mesmo com altos néeeiasulina. Entretanto, a deficiéncia de
insulina ndo induz obesidade (Schwartz e cols.QRMEmM pacientes com diabetes mellitus
fora de tratamento, a ingestdo alimentar aumentaigderavelmente (Leedom e Meehan,
1989), enquanto que os niveis de leptina e de sidipde corporal permanecem baixos
(Hathout e cols., 1999). Isso ocorre, porque, aésrde ser estocado em forma de gordura,
0 excesso de calorias ingerido nesse contexto ilbonfpara um acréscimo dos niveis
sanguineos de glicose, a qual é posteriormentestaxlier junto com a urina (Schwartz e
cols., 2000)

A descoberta do gerob em 1994, e a clonagem de seu produto genétieptiad,
pelo grupo de Friedman, da Rockefeller Universitiyriram as portas da pesquisa deste
peptideo produzido pelas células adiposas (Zhadse 1994). Em camundongols/oh a
mutacdo genética € acompanhada de auséncia dsesitde leptina, resultando em
obesidade morbida (Zhang e cols., 1994). Um ans taaile, o genéb (ou LEPR), o qual

codifica o receptor da leptina (expresso no hipotél, em outras partes do sistema nervoso
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central e também em tecidos periféricos) foi igwaite identificado (Tartaglia e cols.,
1995) e caracterizado (Chen e cols., 1996; Chudse ¢996). Entre outras acoes, a leptina
ativa receptores hipotalamicos, inibindo a secrelgiioeuropetideo Y (NPY), diminuindo o
apetite e aumentando a termogénese pela ativacasistema nervoso simpatico
(Campfield e cols., 1995; Chen e cols., 1996).

A leptina € uma molécula sinalizadora dos deposgi®syordura no organismo,
sendo considerada um fator de saciedade. Até o ntomé o sinal aferente mais bem
conhecido e estudado que emana do tecido adippsdeeser o horménio mais importante
na informacdo aos controladores centrais do balamgygético sobre o contetudo de
gordura corporal. Quando os niveis de leptina estfms, as moléculas circulantes,
liberadas na corrente sanglinea pelos adipécitossma os receptores de leptina em
neurénios do nucleo arqueado do hipotdlamo. Osdn@ag do nucleo arqueado, que sao
ativados por um aumento dos niveis sanglineos pdimde sdo caracterizados por uma
mistura caracteristica de neurotransmissores pepdidA maioria deles parece possuir
tanto POMC (pro-opiomelanocortina), a qual é a ok precursora da-MSH (alfa-
horménio estimulador de melandcitos), quanto CAR@nécrito regulado por cocaina e
anfetamina), e os niveis destes peptideos no céketsiam na proporcdo dos niveis de
leptina no sangue. Como resultado do aumento dessrde leptina no sangue, tem-se um
aumento da liberagdo @eMSH atravées de POMC e de CART nos neurdnios déeauc
arqueado. Tais peptideos atuam no encéfalo e signddos anorexigénicos, por inibirem
0 apetite e aumentarem a taxa metabdlica (Figu&2stensen e cols., 1998; Cowley e

cols., 2001).
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Em contrapartida, uma queda nos niveis sanglinedsptina estimula outro tipo
de neurbnio do nucleo arqueado, o qual contém siarig mistura de peptideos: NPY
(neuropeptideo Y) e AgRP (proteina relacionadacaitflg Os efeitos desses peptideos no
balanco energético sdo opostos aos efeites&H e CART, ja que estimulam o apetite e
diminuem o metabolismo (Figura 2b)(Stanley e cal986; Billington e cols., 1991,
Shutter e cols., 1997; Hahn e cols., 1998). Poa essdo, esses sao conhecidos como
peptideos orexigénicos. Embora o NPY seja descotno a molécula orexigénica de
maior poténcia no estimulo da ingestdo alimentaando a sua resposta € medida em um
curto intervalo de tempo, seus efeitos tém curtagiio se comparados aos da AgRP.
Portanto, a AgRP deve ser considerada a molécalagénica de maior relevancia nesse
processo, e 0 mecanismo responsavel por sua agibmgada € uma questdo que ainda

necessita de futuras investigagfes (Schwartz g 2680).

29



} Massa de Adipécitos
) Expressao [leptina/insulina]

a +Acéo no hipotalamo [leptina/insulina]

° Inibicio  Ativacéo 9

Nucleo
Argueado

} Expressio ' Eﬁgre?zzgg
NPY/AgRP berags

Nucleo

\ Liberagdo |iberacao Paraventricular

NPY AgRP
} Ainibicdo Al igagdo de a- MSH e ativagao
de AgRP em ' de receptores melanocortina

rotas melanocortina

{ Ingestao alimentar

.exia

v Ingest&o alimentar

v Massa de Adipécitos

v Expresséo [leptina/insulina]

Acéo no hipotalamo [leptina/insulina]

9 Ativacdo Inibigéo° '

Ndcleo
Arqueado

{ Expresséo y Expressédo

NPY/AgRP e liberagéo

a-MSH
Ndcleo a-MSH
f Liberagdo  * Liberagdo Paraventricular ) o
NPY AgRP Bloqueio da ligagéo

de a-MSH
em receptores
melanocortina
1 Ingest&o alimentar v  Ativagéo da rota
anoréxica melanocortina

ade t Ingestdo
alimentar

Figura 2 - Papel dos neurdnios hipotalamicos na sinalizaighadiposidadea. Leptina/insulina no nudcleo
arqueado inibe a rota anabdlica NPY/AgRP e estimutata catabolica POMC, resultando na reducdo da
ingestdo alimentar e anorexib. Rota de sinalizacdo na deficiéncia de leptinaling, onde ocorre o
bloqueio dos receptores MC4 e aumento da ingesitderdar, levando a obesidade (adaptado de Schwartz
cols., 2000).

AgRP e a-MSH tém efeitos antagbnicos. Ambos ligam-se aceptr MCA4.
Enquanto que @-MSH é o agonista desse receptor, AQRP é o antstgonatural, que
blogueia a estimulagdo parMSH (Cone e cols., 1996; Ollmann e cols., 1997atikacao
de receptores MC4 em neurbnios do hipotadlamo latélee a ingestdo de alimentos, ja o
bloqueio desses receptores tem efeito contrario €-eols., 1997). Esses efeitos puderam
ser observados através de camundongos deficiemesedeptor MC4, os quais
apresentaram-se hiperfagicos e obesos, indicargla qua ativacédo € um fator limitante da

ingestdo alimentar e da massa de gordura corpduesiz@r e cols., 1997). Tal observacgéo

30



pode ser estendida a humanos com mutacfes no gese receptor (Vaisse e cols., 1998;
Yeo e cols., 1998).

O sistema NPY/AgRP ndo somente antagoniza célutagesigénicas com
melanocortina em seus sitios alvos, nos quais aepteres MC4 estdo localizados, como
também inibe diretamente essas células. Isso otamte através do NPY, quanto através
dos neurotransmissores GABA (Cowley e cols., 200%),quais agem em inervacdes
sinapticas de células POMC por meio de terminag@bdares NPY/AgRP (Horvath e
cols., 1992). Essa aparente interacdo anatdmicirecional entre pericarios NPY/AgRP e
POMC tem uma significativa relevancia, ja que preenca inibicdo de células
melanocortinas sempre que neurénios NPY/AgRP estivativos. Pelo fato de ndo existir
um mecanismo constitutivo direto de “feedback” dipae células POMC para desativar
neurbnios NPY/AgRP, essa simples interacdo anatbrpimde prover uma possivel
explicacdo do porqué da base desses circuitos ralm@es promoverem mais a ingestao
alimentar do que a sensacao de saciedade (HoR2@®»). Entretanto, estudos recentes
indicam que a acdo anorexigénica de CART pareceirsmgpendente do sistema
melanocortina, ja que o bloqueio de receptores M€ administracdo de AgRP nao
previne a hipofagia induzida por esse neuropeptidwards e cols., 2000). Examinando
os efeitos de CART na ingestdo alimentar, tem-gersilo uma interacdo desse peptideo
com o sistema NPY, através da observacédo de quiropeptideo orexigénico induz a
liberacdo de CART e o contrario tem o mesmo ef{@®tdllo e cols., 2002). A liberagéo de
neuropeptideos orexigénicos induzida por CART parssr contraditOria se pensarmos
nesse peptideo como um simples agente anorexigéd@uudo, essa observacdo pode
representar um efeito de “feedback” negativo e,amlm CART tenha se mostrado um

inibidor da hiperfagia induzida por NPY, esse fa@o sugere, necessariamente, uma
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conexao direta entre os dois sistemas. Esperaes® dploqueio da alimentacdo induzida
por NPY possa ser alcancado caso 0s neuropeptiaeosdticos sejam administrados em
doses suficientemente altas para isso (Murphy,)2005

Além de os sistemas neuronais orexigénicos e aig@rEgos serem regulados
diretamente por leptina, também sofrem a acdo d®ginais metabdlicos periféricos,
como a grelina, insulina, glicose e o peptideo ¥, sinal de saciedade liberado do trato
gastrointestinal apos a ingestdo alimentar propoatmente a quantidade de calorias
contida na refeicdo (Cowley, 2003). Essa conexdotegracdo de sinais periféricos e
circuitos cerebrais associados com a alimentacéogasto energético parecem ser algo
redundante. Entretanto, tal fato reflete a habdédado circuito alimentar de se
autorearranjar, com a finalidade de manter os sivgciais de energia caso um dos
componentes da via de sinalizacédo seja removido.ifglica que as interagdes envolvendo
circuitos neuronais hipotalamicos tém uma subsahnpiasticidade, o qual é um
componente chave na regulacao fisiolégica da home®energética (Horvath, 2005).

Atualmente, novos sistemas orexigénicos tém sidentificados, como as
hipocretinas, ou orexinas (principalmente a hipmeael, ou orexina A), o horménio
concentrador de melanina (MCH) e os canabindidekganos, 0s quais parecem ser
inibidos por leptina durante o controle da ingestimentar (Qu e cols., 1996; Sakurai e
cols., 1998; Di Marzo e cols., 2001). Em contradart o horménio liberador de
corticotrofina (CRH), o hormonio liberador de tnafina (TRH) e a interleucinaBlestao
entre a crescente lista de peptideos que promovbalanco energético negativo quando

estimulados por leptina (Figura 3)(Bray e cols9@,Xow e Pfaff, 1991; Luheshi e cols.,

32



1999). Dessa forma, a acdo desse horménio em amwmdosistemas orexigénicos e
anorexigénicos, quando combinados, leva a umaatieessao da ingestéao alimentar.

Os efeitos draméaticos de reducéo do peso corpelalgaministracdo de leptina em
camundongos obesos da linhageimoh que sdo deficientes em leptina devido a mutagcdes
no gene que a codifica, aumentaram as expectalvapie a obesidade humana também
pudesse ser um estado de deficiéncia desta pratefnee poderia ser tratada pela sua
administracdo exdégena. Porém, estudos posteriod@s aonfirmaram essa hipotese,
concluindo que pessoas deficientes em leptina,apedinente, representam apenas uma
minoria dos casos de obesidade em humanos (Maffaise 1996; Niki e cols., 1996). Em
contraste, a maioria das pessoas obesas apre$ezitaalevados de leptina, o que indica
gue a obesidade possa ser um estado de resistéérsia proteina na maioria dos casos
(Considine e cols., 1996). Essa hipbtese sugereatpums casos de obesidade possam
ocorrer devido a uma reducdo da acdo da leptinegérebro, na qual individuos afetados
provavelmente ndo responderiam a um tratamentoafaridgico com leptina. Portanto, a
busca por moléculas capazes de induzir a resiaténdééptina, ou por mutacdes no seu
receptor e/ou em etapas posteriores da sua vigstems nervoso central, tornou-se uma

importante diregcdo tomada na compreensao da eaalagobesidade em humanos.
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Figura 3 — Visdo esquematica do efeito da leptina na regolag
ingestdo alimentar através de fatores neuroendiscriAs setas
indicam aumento e/ou reducdo nos niveis dos neptioiees. NPY,
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1.3.2. Sistema Mesolimbico de Recompensa

N&o sdo apenas os mecanismos fisiologicos dosotgciseja de déficits de
nutrientes ou de saturacdo, que determinam asstaspcomportamentais. Sentimentos de
prazer ou de ansiedade, por exemplo, podem evoeterninado comportamento
independente do estado nutricional do organismqr&er é tdo poderoso que pode
produzir comportamentos exagerados de alimentaggfando a obesidade. Praticamente

todas as substancias que podem gerar abuso exedgeta, ou indiretamente, efeitos
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cerebrais profundos. A via neurolégica mais endalvhas dependéncias é o chamado
sistema mesolimbico de recompensa. Este sistenesteade desde a area tegumentar
ventral (VTA) até o nacleo acumbens, apresentamdiggbes para diferentes areas, como
o sistema limbico e o cértex orbitofrontal. (Figdn (Ballone, 2005). O sistema limbico é
constituido por varias estruturas do encéfalo (gioo cingulo, hipocampo, amigdala,
talamo, etc.) (Figura 5) que participam no contrdés emocdes. Este sistema possui

conexdes com o hipotalamo e influencia o compontaonalimentar (Van de Graaff, 2003).

Figura 4 - Circuito de recompensaArea tegumentar ventral (VTA), de onde partem os
impulsos que nos possibilitam sentir as recompehgsatamentais proporcionadas pela
satisfacdo da fome e da sede, necessarias a énbgistDessa area partem feixes de
neurbnios para cima e para frente, em direcdo aniicteo neural situado na base do
cérebro, chamado nucleo accumbens. Ao conjuntoahéommado pelo - VTA - feixe
neural - ndcleo accumbens - damos o nome de a@rcude recompensa
(http://www.espacocomenius.com.br/cerdrogasdoi9.htm
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Sistema Limbico - Estruturas principais

Giro cinguladn\

Fornix
s

Septum,
Y

Bulbo olfatério
Hipotalamo ©
Amigdala”
Corpo mamilar NH ipocampo

Figura 5 - Sistema limbico, formado por suas principais estast como hipotalamo,
amigdala, hipocampo, corpo mamilar e giro do cimgul
(http://www.espacocomenius.com.br/cerdrogasdoi9.htm

O sistema de recompensa € uma parte primitivastensa nervoso dos mamiferos.
Ele assegura que comportamentos fundamentais aveghicia da espécie, tais como a
alimentacéo, sejam percebidos como prazerosossa flerma, aumenta a possibilidade de
gue sejam sempre repetidos. A busca e 0 consumputsiro, seja por alimentos, ou por
drogas, nada mais € do que o comportamento rewultlesse sentimento de prazer e
recompensa. O paralelo entre a toxicodependénai €qginicialmente definida como a
condicdo de dependéncia e excessos) e a obesidade ndio parecer imediatamente
aparente. Dependéncia é uma enfermidade cronieatedrzada por compulsdo de utilizar
a droga, perda de controle em limitar a ingestadrdgas, e aparecimento de um estado

emocional negativo (por exemplo, ansiedade, iititldnle), quando o acesso a droga é
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impedido (Del Parigi e cols., 2003). Um comportatoesemelhante caracteriza o desejo
por alimentos em individuos hiperfagicos. Sabe+se tganstornos alimentares tendem a
ocorrer juntamente com abuso de drogas e alcoagg@r, 2002), assim como circuitos
neuronais em comum atuam em recompensas quimicamentares, incluindo os
canabinoides (Després, 2007), os opioides (Kellepls., 2002; Pelchat, 2002; Saper e
cols., 2002) e as rotas domapinérgicas (Pelch@f;28aper e cols., 2002; Schultz, 2002) e
serotoninérgicas (Pelchat, 2002; Saper e cols2)2®aras formas de obesidade causadas
por defeitos nos mecanismos reguladores da honseosaergética que operam no
subconsciente cerebral tém sido descritas em anienaumanos (Schwartz e cols., 2000).
Dessa forma, considerando que a comida é a fotdeahanais comum de prazer na vida
cotidiana e que a neurofisiologia da recompensaen®s humanos tém sido amplamente
estudada no contexto do abuso de drogas (VolkowwdeF, 2000), pouco se sabe sobre

como o cérebro humano processa especificamente@spensas alimentares.

1.3.2.1. Sistema Endocanabindide

De 1960 até o presenteCannabis sativgdmaconha ou marijuana) e seus outros
derivados representam a droga ilicita mais consaimiodl mundo ocidental (Adams e
Martin, 1996). Cultivada ha mais de cinco mil apasa a obtencéo de fibras utilizadas na
manufatura de tecidos,Gannabisera prescrita pelos chineses, desde 2600 a.@. frodar

caimbras, dores reumaticas e menstruais (Mechoul886). Porém, s6 em 1964 o seu
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principio ativo A%-tetra-hidrocanabinol A>-THC) foi isolado e sua estrutura quimica
caracterizada (Gaoni e Mechoulam, 1964). Atualmentgmeros analogos sintéticos da
Cannabis sativavém sendo prescritos como antieméticos e estinedadb apetite aos
pacientes com doencgas oncolégicas em uso de qandgtos. O dronabinol, um
composto sintético derivado do THC foi aprovadoopdéiDA (Food and Drug
Administratior) hd mais de 15 anos como tratamento auxiliar desfaavancadas de
portadores da AIDS e cancer que cursam com anoecgaguexia (Plasse e cols., 1991;
Beal e cols., 1995; Volicer e cols., 1997).

Os primeiros ligantes enddgenos dos receptoredirandes, ou endocanabindides,
foram descobertos no inicio dos anos 90, sendaaesdamida (Devane e cols., 1992) e 0
glicerol 2-araquidonoil (2-AG) (Mechoulam e col$995; Sugiura e cols., 1995). Ambos
séo derivados do acido araquiddnico, o qual é udodraxo precursor de muitos outros
sinalizadores quimicos, bem como agonistas dogt@mes CB1 e CB2. Em 1990, o
primeiro gene para um receptor canabindide (CBiLrltmado (Matsuda e cols., 1990),
seguido trés anos mais tarde pela caracterizac@&zgllmdo gene para o receptor (CB2)
(Munro e cols., 1993), ambos pertencentes a sup#idade receptores acoplados a
proteina G. Levando-se em consideracdo a distébuig Sistema Nervoso Central (SNC),
CB1 foi considerado o receptor canabinoide do tipebral, enquanto que CB2, por ser
expresso, principalmente, em células imunes, fasicerado o tipo periférico. Contudo,
essa classificacdo ndo se faz mais correta daddangueeros estudos tém mostrado a
expressao de CB1 também em tecidos periféricos, dmno de CB2 em células imunes
derivadas do cérebro (Porter e Felder, 2001). Diesgaa, podemos dizer que 0 sistema

endocanabindide é constituido pelos receptoresbuaides, pelos endocanabindides e

38



pelas enzimas que catalisam a sua biossinteseo gisé ndo existem evidéncias
demonstrando o envolvimento de CB2 no controle @lango energético, esse trabalho
focalizou-se, exclusivamente, em CB1, o qual aptassignificativos efeitos na ingestao
alimentar.

No SNC, CB1 é predominantemente expresso prestaapdinte, modulando a
liberacdo de neurotransmissores como a dopamiG&RA, a noradrenalina, o glutamato
e a serotonina (Schlicker e Kathmann, 2001). Osgosfeomportamentais provocados por
A’-THC incluem ataxia, analgesia, hipotermia, eufodiéficit de memdria a curto prazo e
outros prejuizos cognitivos. E possivel inferir dais efeitos sejam mediados por CB1,
uma vez que a expressao desse receptor ocorreeam @rebrais relacionadas a essas
funcbes, bem como em camundongos deficientes de €3Bés efeitos estdo ausentes
(Zimmer e cols., 1999; Ledent e cols., 1999).

Cota e cols. (2003) também verificaram a evidéd@ague os endocanabindides
atuam em varias regifes do hipotalamo as quaislamga homeostase energética,
incluindo o hipotalamo lateral, o nucleo arqueado Bucleo paraventricular, todos em
conjuncdo com efeitos diretos em células adiposadippgénese, para promover um
balanco energético positivo. Na mesma direcao, Bizll e cols. (2001) observaram que
camundongos deficientes de CB1, ou tratados coaganistas do receptor, consumiram
menos alimentos nas primeiras horas apdés a privati@ieentar. Outros trabalhos
evidenciaram a importancia dos endocanabindidesgestdo alimentar através do uso de
antagonistas do receptor CB1, os quais reduziraquisicdo cal6rica e o peso corporal em
camundongos (Hildebrandt e cols., 2003) e em huméBlack, 2004). Tais antagonistas

de receptor canabindide estdo sendo vistos conziveisfarmacos para a perda de peso.
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Os dados encontrados por Di Marzo e cols. (2001)qde os canabindides
apresentam relevante papel na aquisicdo energéficgamente com o papel
neuromodulador dos endocanabindides através de rsmeptores CB1l previamente
estabelecido (Di Marzo e cols., 2004), sugerem @sge sistema controla a ingestao
alimentar em dois niveis principais. O primeiro edelé que esse sistema reforca a
motivacdo de encontrar e consumir alimentos com alto valor de incentivo,
possivelmente por interagir com rotas mesolimbieasolvidas em mecanismos de
recompensa. O segundo é que 0 mesmo, por ser@atvagrande demanda no hipotalamo
apos uma curta privacdo alimentar, regula os nigkis a acdo de outros mediadores
orexigénicos e anoreticos, com a finalidade de Zimdo apetite. Essa hipotese de acéo
dupla em regides mesolimbicas e hipotalamicasdoficnada através da observacédo de
gue a administracdo de endocanabindides nessas e€sti@ula a ingestdo alimentar em
ratos (Jamshidi e Taylor, 2001; Kirkham e cols.020 Além disso, os niveis de
endocanabindides sdo maiores nessas regides dargmtieacdo e menores durante o
consumo alimentar, como o esperado para um med@meargénico. De fato, a leptina
diminui os niveis de endocanabindides no hipotalan@is do que o faz para outros
neuropeptideos orexigénicos (Di Marzo e Matias5200

A hiperativacao do sistema endocanabindide naagsacaumento de peso (Pagotto
e cols., 2006) como pode induzir fenétipos disBpnicos e disglicémicos (Di Marzo e
Matias, 2005). Numerosos estudos clinicos e expatas demonstraram que a
intervengcdo farmacoldgica no sistema representanipsora perspectiva terapéutica no
controle da obesidade, dislipidemia, resisténdiasalina e aterosclerose (Després e cols.,

2005; Pi-Sunyer e cols., 2006). Entretanto, sdc@®os estudos de associacao realizados
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entre o gene CNRL1 (qual codifica o receptor cartiénl — CB1) e fendtipos relacionados

a obesidade humana.

1.3.2.2. Sistema Dopaminérgico

Em 1954, o psicologo americano James Olds, azagadixperiéncias em um rato,
para estudar o "estado de alerta, colocou, pomengs eletrodos em uma area profunda
do cérebro, tida como responsavel pelas reacOexi@mags. Os referidos eletrodos
estavam conectados, através de arames, a uma clagae permitia ao animal ja
devidamente treinado aciona-la, sempre que desejf@sds verificou que o roedor passou
a acionar o dispositivo freneticamente, como seestanulacdo cerebral resultante, lhe
adviesse uma imensa satisfacdo (Olds, 1976). Relped experiéncia com outros ratos,
idénticos resultados foram obtidos, sendo que alghegavam a acionar a alavanca 4 a 5
mil vezes em uma hora. O prazer que obtinham d®ride uma tal intensidade, que nem a
fome nem estimulos dolorosos conseguiam interromgeocesso. Eles somente paravam
de se auto estimular quando vencidos pela exau§iits havia descoberto as areas
cerebrais responsaveis pela sensacao de recompensa.

Fortes evidéncias indicam que o sistema dopamu@tgim um importante papel na
motivacdo de comportamentos, inclusive do compatamalimentar (Comings e Blum,
2000). A alimentacdo esta associada com a liberdge&dopamina no estriado dorsal e o

grau de prazer sentido durante a ingestdo alimestardiretamente associado a quantidade
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de dopamina liberada nessa regiao (Szczypka ¢ 26I31; Small e cols., 2003). Os efeitos
centrais da dopamina sdo mediados por quatro ssbtie seus receptores, os quais
desempenham papéis imperativos no controle dos meowos, prazer, recompensa e
regulacdo neuroenddcrina da glandula pituitariak(Baols., 1995; Kandel, 2000). Chama-
se de subtipo 2 (codificado pelo gene DRD2) o recefppaminérgico que mais se associa
com o controle do balanco energético (Baptista9;196nkinson e cols., 2000; Tataranni e
cols., 2001). Experimentacfes animais sugerem qudopamina estd envolvida na
modulagédo de aspectos néo especificos do compaotarakmentar. Ha mais de 40 anos,
Ungerstedt (1971) demonstrou que ratos que tivesaos neurdnios dopaminérgicos
destruidos por uma neurotoxina (6-hidroxidopamimastraram-se afagicos. Na mesma
direcdo, Szczypka e cols. (1999) observaram queumdomgos incapazes de sintetizar
dopamina foram incapazes de sobreviver até a geanemna de vida a menos que seus
niveis de dopamina fossem restaurados no estriadald Tais estudos que correlacionam
0 sistema de recompensa com o0 comportamento am@&m sido recentemente aplicados
em humanos. Wang e cols. (2001) foram os prime@osdemonstrarem que a
biodisponibilidade de receptores D2 apresentavais@nuida no estriado dorsal de
individuos obesos, da mesma forma como foi despritggiamente em pacientes usuarios
de drogas e alcool (Volkow e Fowler, 2000). Reametgte, 0 mesmo grupo demonstrou
gue dopamina foi liberada nessa mesma regido egm@bindividuos com peso normal em
resposta ao cheiro do alimento (efeito amplificpgta a administracdo de metilfenidato,
um bloqueador da reabsor¢céo de dopamina no SNf2tedstica que enfatizam o efeito
do sistema dopaminérgico em eventos de antecipaghiEsejo de uma proxima refeicdo

(Volkow e cols., 2002).
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Como muitas monoaminas tém funcdo biolégica é impte que suas
concentracdes no ambiente extracelular e intraarede@jam controladas. A funcdo da MAO
(enzima monoamina oxidase) é degradar essas mamammevitando assim que se
acumulem (no caso de monoaminas endogenas, corapamiaha) ou que gerem efeitos
indesejaveis (no caso de monoaminas exogenas, asnpoovindas da alimentacédo). O
processo pelo qual a MAO degrada monoaminas € cimfthpor desaminac¢ao oxidativa, a
gual gera como produtos aldeidos e ion aménio.dd0 da dopamina, a degradacéo nao se
da somente pela MAO, mas também pela COMT (cat@ewietil transferase). A COMT é
uma enzima de localizacdo extracelular, podendoestemela O-metilar a dopamina
presente fora do corpo celular neuronal. Essa Qlap&b pode ocorrer antes ou depois da
desaminacéo realizada pela MAO. As enzimas MAOAngamina oxidase-A) e MAOB
(monoamina oxidase-B) estédo localizadas nas mitlr@ intraneuronais e sdo as unicas
capazes de desaminar a dopamina que foi recaptpedaldeu transportador SLC6A3 para
a sinapse, controlando, portanto, a concentracéged&urotransmissor na fenda sinaptica
(Napolitano e cols., 1995).

Diante do exposto, conclui-se que varios mecanisthomeostaticos estdo
envolvidos no controle do equilibrio energético.skhe diante de todo avanco cientifico
gue ja ocorreu acerca dos sistemas neurais, moda precisa ser esclarecido em relacao a
esse complexo mecanismo de regulacdo do consumalidentos. No entanto, em
humanos (e talvez também em outras espécies), guzida o nivel de dopamina nos
neurbnios pos-sinapticos da via mesolimbica, quer diminuicdo da producdo desse
neurotransmissor, quer por reducdo do numero de seteptores D2, as mesmas
condicbes que antes atuavam como auténticos esimmdturais ja ndo se mostram

suficientes para gerar sensacgfes prazerosas oentgledtar. O individuo passa, entédo, a
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buscar, através de alteracbes comportamentais éeah de natureza perversa e/ou pelo
consumo de certas substancias quimicas), o aundentiberacdo de dopamina para o
sistema limbico. Nesse caso incluem-se 0 uso eoatl@ssubstancias quimicas, como
alcool, cafeina e nicotina, que parecem induziraamento da liberacdo de dopamina,
assim como o aumento do consumo alimentar, levasgion a um aumento da obesidade

entre esses individuos (Oliveira, 1999).

|.4. Genes Candidatos

Desde o reconhecimento de que a variacao interthdilyda obesidade e fenotipos
relacionados tém origem em mdultiplos determinargeséticos, pesquisadores estdo
buscando alcancar a identificacdo de genes espesifbem como suas mutacdes com
implicagdes funcionais, que possam estar assoc@mdbigados a obesidade.

Nosso grupo investiga ja, ha véarios anos, genedidaios de susceptibilidade a
obesidade em uma amostra de descendentes de eurdpecidade de Porto Alegre
(Mattevi, 2003; Mattevi e cols., 2002; 2004; 202607; Fiegenbaum e Hutz, 2003; Hutz e
cols., 2003). Esses estudos ja identificaram aass@éciem 9 genes dos 17 previamente
selecionados dentre aqueles que compreendem as wéas metabdlicas envolvidas na
etiologia do acumulo excessivo de massa corpoesljal sinalizadores centrais, até genes
cujos produtos participam no processo de termogériesmportante salientar, ainda, que,

dentre os genes com resultados de associagdovppsilguns apresentaram associacdes
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género-especificas, bem como interacdes gene-ammbiBressa forma, torna-se imperativo
analisar o efeito desses genes controlando paefatnoldgicos e ambientais que exercem
influéncia no desenvolvimento da doenca em questgmrtanto, capazes de modular a
resposta de tais genes sobre o fenétipo estudado.

Com a primeira edicdo em 1994, tem sido publicaci@ wompilacdo sobre os
estudos genéticos em relacdo a essa complexa dogegignada Mapa Genético da
Obesidade Humana (Pérusse e cols. 2005). Até rdar@005, pelo menos 113 genes com
associacao positiva em estudos publicados havidmresiatados.

Para esse trabalho, foram selecionados oito gearedidatos a obesidade, todos
expressos no sistema nervoso central e incluidasneandas trés vias principais envolvidas
na homeostase energética: a ingestdo alimentapri@spais genes pertencentes as trés
rotas metabdlicas que influenciam o consumo enecgébram selecionados de acordo
com sua relevancia nas vias de regulacéo. Dentgemss pertencentes ao mecanismo de
regulacdo via neurbnios hipotalamicos encontranasproteina relacionada a agouti
(AgRP), o transcrito regulado por cocaina e anfetar(CART), o receptor melanocortina
4 (MC4R) e o pro-opiomelanocortina (POMC). O gestu@ado pertencente ao sistema
endocanabinodide foi o receptor canabindide 1 (CNR1l)os atuantes no sistema
dopaminérgico foram o receptor de dopamina D2 (DRR2catecol-O-metil transferase
(COMT) e a monoamina oxidase A (MAOA). Os polimsenfios analisados no presente

estudo estdo descritas na Tabela 4.
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Tabela 4: Caracteristicas dos polimorfismos génicos analsado

Gene Polimorfismo dbSNP ID Frequéncia Localizagéo Endonuclease Referéncia
da variante no Gene para RFLP
rara(%)
AgRP 199G/A rs5030980 A=4,6 Regido codificante  BsmAl Argyropoulos e cols., 2002
CART -156A/G rs35862863 A= 44,6 Promotor Bpml Yam@madcols., 2002
CNR1 1359G/A rs1049353 A= 22 Regido codificante ~ Mspl Gadzicki e cols., 1999
CNR1 3813A/G rs12720071 G=11 3'UTR Hinfl Zhangotsc 2004
CNR1 4895A/G rs806368 G=27,9 3'UTR Fokl Zhang is.¢2004
COMT 158G/A rs4680 A(Met)= 40,9 Regido codificante  Hsp92ll Lachman e cols.,1996
DRD2 TaqlA rs1800497 T(Al) = 24,3 Regido codifitzan Taql Grandy e cols., 1993
DRD2 -141Cins/Del rs1799732 Del(-)=12,3 Promotor Mval Ohara e cols., 1998
MAOA u-VNTR 30bp u-VNTR Baixa ativicdade Promotor - Sabol e cols., 1998
MC4R -2745CIT rs7242169 (L)?Fjg’(;,Z Promotor Ncol Leamls., 2005
POMC 8246C/T rs1042571 T=19,1 J'UTR Mboll Hixsondads., 1999
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A selecdo desses genes baseou-se, principalmeastdumcdes propostas para as
proteinas codificadas por eles e nos tecidos ness @ssas proteinas sdo expressas. Em
relacdo as caracteristicas moleculares de cada, gamoeuraram-se aqueles com
polimorfismos ja descritos para outras populacdesvadas de europeus. A Tabela 5
descreve os estudos de associacao entre os pasimosf génicos estudados na presente
Tese e fenodtipos relacionados a obesidade humanaliferentes populacbes. Até o
presente, 76% dos trabalhos publicados (n=29) dstmrawvam associacoes estatisticamente
significantes, enquanto que 24% (n=9) obtiveramltados negativos. Cabe ressaltar que
dos 11 polimorfismos selecionados, 8 deles aprasmantaté 5 trabalhos de associagdo e
apenas 2 foram extensivamente estudados (DRD2 T@@@MC 8246C/T). E importante
salientar que dos 10 trabalhos realizados comiantarDRD2 TaqlA, somente um obteve
resultado de associa¢cado negativa, o que sugermpartante papel desse gene na etiologia
da obesidade humana. Em relagdo a variante POMGC8P4dos 8 estudos realizados,
metade obteve associagfes positivas, enquantoieraoh resultados negativos e um
encontrou monomorfismo desse polimorfismo na pag@danvestigada. Apenas uma das
variantes selecionadas nunca foi estudada em ceklagdganho de peso (DRD2 -141C
Ins/De). Entretanto, esse polimorfismo foi incluido negente trabalho por apresentar
evidéncias de funcionalidade modificando a expreskéi gene DRD2 (Arinami e cols.,
1997), o qual desempenha importante papel no derdebingestio alimentar. E possivel
observar também que somente um trabalho até o nmonestudou as variantes CNR1
3813A/G e 4895A/G (Russo e cols., 2007) e MC4R 5Z7% (Loos e cols., 2005) com
enfoque relacionado ao ganho de peso.

Mesmo com grandes evidéncias de que alguns gemesndgam influéncia nas

caracteristicas relacionadas ao ganho de peso, gpanaioria deles esses efeitos séo
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modestos, inconsistentes e, até mesmo, ndo sdacEd em diferentes populagcbes. Esses
resultados demonstram que, mesmo com um numertvaehente alto de trabalhos
realizados, o papel dessas variantes no desenwitonda obesidade ainda necessita de

futuros esclarecimentos.
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Tabela 5 Estudos de associacdo entre fenotipos relacisradbesidade humana e os polimorfismos génicdisauhas

Gene

Localizagéo
Cromossomica

Polimorfismo

dbSNP ID

Estudos de Associacdo

AgRP

16022

199G/A

rs503098

JAuséncia de associacdo com IMC em 257 individusgamicos e 248
individuos americanos euro-descendentes (Browiseg 2001);
Associagdo com IMC, gordura corporal e massa gada 183
individuos euro-descendentes entre 47 e 59 anos iddee
(Argyropoulos e cols., 2002);

Associacdo com IMC e massa gorda em 874 individiwasco-
canadenses (Marks e cols., 2004);

Associagdo com IMC em 272 homens holandeses ebiteedD anos de
idade (van Rossum e cols., 2006).

CART

5q13-14

-156A/G

rs3586286

JAssociacdo com IMC em 528 individuos japoneses @tare cols.,
2002);
Associagdo com IMC em 660 individuos franceses (&dél e cols.,
2005).

CNR1

6q14-15

1359G/A

rs104935

Associagdo com IMC em 210 individuos italianoseBf e 75 anos de
idade (Gazzerro e cols., 2007);

Auséncia de associagdo com IMC em 451 individuossad euro-
descendentes (Aberle e cols., 2007);

Auséncia de associacdo com IMC em 120 criancasoiesmntes
alemas com obesidade severa (Muller e cols., 2007);

Associagdo com WHR em 1.064 homens obesos eureststtes
(Peeters e cols., 2007).

CNR1

6q14-15

3813A/G

rs1272007

(1

Associacdo com prega subescapular e WC em 216 Isoitaianos
entre 40 e 59 anos de idade (Russo e cols., 2007).

CNR1

6q14-15

4895A/G

rs806369

}

JAuséncia de associacdo com prega subescapular enWZ16 homens
italianos entre 40 e 59 anos de idade. Polimorfismadesequilibrio de
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ligacdo com 3813A/G e associacdo do haplétipo coB M mesma
populacéo (Russo e cols., 2007).

COMT

22q11.21

158G/A

rs4680

1Associacdo com IMC em 181 mulheres canadensesénagmopausa.
Entretanto, a associa¢ao nao foi significante apagrole por fatores de
crescimento (Hong e cols., 2003);

. Associacdo com perda de gordura corporal durardeciexo fisico em

83 mulheres euro-descendentes na pés-menopausaoffene cols.,
2004);

. Associacdo com peso corporal em 246 meninas sueaaPpré-

puberdade (Eriksson e cols., 2005);
Auséncia de associacdao com IMC em 500 mulherdssiag (Need e

cols., 2006);
. Associagcdo com didmetro abdominal sagital e WHR24sh homens

suecos (Annerbrink e cols., 2008).

DRD2

11923

TaqlA

rs1800497

1Associagdo com obesidade em 392 individuos eurceddentes
(Comings e coals., 1993);

. Associacdo com obesidade em 73 individuos obesosdescendentes

(Noble e cols., 1994);

. Associacdo com obesidade e transtornos comorbiadwos upo de

substancias em 40 obesos euro-descendentes (Rlals £1996);

. Auséncia de associagcdo com IMC em 1.187 indios Rieakinson e

cols., 2000);
Associacdo com IMC em 176 individuos euro-desoaiede(Spitz e

cols., 2000);
. Associacdo com dobras cutaneas em 383 individunesg#s (Thomas e

cols., 2000);

. Associacdo com obesidade em 990 individuos chir@@sesnas e cols.,

2001);

. Associacdo com IMC e pregas cutaneas em 113 irutasileiros
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(tribos Xavante, Zord, Gavido, Surui e Kaigang)t@icols., 2003);

9. Associagdo com IMC em 70 mulheres norte-americente 14 e 22
anos de idade (Stice e cols., 2008);

10.Associacdo com obesidade em 44 individuos diattiefro-
descendentes (Barnard e cols., 2009).

DRD2 11923 -141Qns/Del | rs1799732| 1.Auséncia de trabalhos de associacdo com fenoétipleEionados a
obesidade humana.

MAOA | Xpll.3-11.4 VNTR 30pb u-VNTR | 1Associacdo com IMC >35kgfrem 50 individuos obesos mexicanos
(Camarena e cols., 2004);

2. Associacdo com IMC e peso corporal em 575 pareg@deas inglesas
(Need e cols., 2006);

3. Associagdo com IMC em 941 adolescentes masculumase=hispano-
descendentes (Fuemmeler e cols., 2008).

MC4R 18g22 -2745C/IT rs7242169 JAssociacdo com atividade fisica e auséncia de iagsmccom IMC em
200 familias franco-canadenses (669 individuospglecols., 2005).

POMC 2p21-22 8246C/T rs104257

[

Associacao com niveis séricos de leptina em 337Fiean®s mexicanos
(Hixon e cols., 1999);

2. Auséncia de associacdo com obesidade em 381 indwitfanceses
(Delplangue e cols., 2000);

3. Auséncia desse polimorfismo em 284 homens sueas{énd e cols.,
2002);

4. Auséncia de associacdo com obesidade em 242 iangdolescentes
afro e euro-descendentes entre 5 e 18 anos de (ffadg e cols.,
2003);

5. Auséncia de associacdo com obesidade em 102 sumEDESOS
(Suviolahti e cols., 2003);

6. Associacdo com WHR em 248 familias inglesas (14#8viduos)
(Baker e cols., 2005);

7. Associacdo com WC, gordura corporal e niveis seri® leptina; e
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auséncia de associacdo com IMC e peso corporal.@d® pares de
gémeas inglesas (Chen e cols., 2005);

. Associacdo com IMC e WC em 45 familias (811 indieis) hispano-
descendentes (Sutton e cols., 2005).
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I.5. Justificativa e Objetivos

O aumento da prevaléncia de obesidade em véria8eseglo planeta vem se
revelando como um dos mais importantes fenémeoisa@tpidemiologicos da atualidade.
Tal fato levou a Organizacdo Mundial da Saude anteecé-la como um dos dez principais
problemas de saude nas mais diversas sociedadedd (Wealth Organization, 1998).
Fatores como a mudanca do habito alimentar e ¢o ef#i vida sedentario, aliados a
determinantes genéticos ainda pouco conhecidogmgeEham um papel relevante na
patogénese desta doenca. Além de gerar um constleséfrimento nos individuos
afetados e levar a grandes consequéncias econfmichssidade aumenta dramaticamente
o risco de desenvolvimento de diabetes mellitus Zpdoencas coronarianas, hipertenséao,
apnéia do sono, asma e alguns tipos de cancerefcdaanama e de célon, por exemplo).
Esses diversos efeitos, ja citados anteriormerds, possibilitam perceber o porqué do
entendimento dos mecanismos do comportamento e@atétalimentar ter se tornado um
topico cientifico de extrema relevancia nos ultiranes.

Desde o descobrimento do horménio leptina, avangasideraveis foram obtidos
na caracterizacdo dos mecanismos hipotalamicosondwote da ingestao alimentar e da
termogénese. Tais avanc¢os tém revelado as parittadaes de um sistema complexo e
integrado, e tém oferecido novas perspectivas glasedagens terapéuticas farmacoldgicas
especificas. Por ser uma doenca multifatorial cereyl a natureza poligénica da
obesidade humana sugere que a presenca de aledosagptibilidade em numerosos genes

pode aumentar a probabilidade de que seus portadesenvolvam a doenca. Entretanto, a
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presenca de variacdo genética ndo é suficientesiped para explicar a expressdo da
obesidade, ja que se sabe que a mesma interageutms fatores genéticos, metabdlicos
e/ou ambientais. Nesse sentido, os estudos deiag®ocsdao amplamente aceitos na
deteccdo de genes de susceptibilidade que possessenfar um papel relevante no
desenvolvimento da doenca (Clément, 1999).

Dando continuidade ao trabalho relacionado a tAgeslimentar que o nosso grupo
vem desenvolvendo (Mattevi, 2003; Mattevi e c&002; 2004; 2006; 2007; Fiegenbaum
e Hutz, 2003; Hutz e cols., 2003), decidiu-se w&ifpolimorfismos de genes relacionados
a via de sinalizacdo da leptina, assim como a \gaoifimbica de recompensa, 0s quais
estejam, possivelmente, envolvidos na patogénesebdsidade humana, enfocando
especificamente a rota de sinalizacdo do cont@li@gkstdo alimentar via SNC. Espera-se
gque essa caracterizacdo permita a identificacdonaos alvos terapéuticos e o
desenvolvimento de uma série de medicamentos demedies mecanismos de agéo, a fim

de proporcionarem um tratamento mais efetivo déstaca heterogénea e complexa.
Desta forma, o presente trabalho teve como obggpecificos:
1. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas 1dle polimorfismos
localizados em 8 genes candidatos (Tabela 4) eideslvno controle da

ingestao alimentar;

2. Realizar estudos de associacdo entre essas variaritelice de massa corporal

(IMC) e a razao cintura-quadril (WHR) em uma aneska populacdo derivada
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de europeus de Porto Alegre, Rio Grande do Swdndis a selecdo de possiveis

genes candidatos envolvidos na obesidade humana,;

Dentre 0s genes que apresentarem mais de um pfidimore resultado de

associacao estatisticamente significativo, realestudos haplotipicos, com a

finalidade de se identificar a provavel variantedional.
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Cannabinoid type-1 receptor gene polymorphisms arassociated

with central obesity in a Southern Brazilian populdion
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Cannabinoid type-1 receptor gene
polymorphisms are associated with central
obesity in a Southern Brazilian population
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Abstract The OB capnobinoid receptor and s endogenous ligands, the eidocaniabinmds, are fovolved o energy balince
contrel, stimulaing appetite and increasing body seeight i wasting symbromes. Dilferant studios have investipated the relationship
Between polymarphisms of the connabinoid receptor | (CNED pene and obssity with conflicting sesalis. In the present sy,
we investigated the [259G0A (s I0R0353T, A4 12AAG (rsl 2720007 1} amd 305 AMG (msS05368) polymoarphisms in the CNET gene
1 Brawbian population of Eompsan descent. T verify the asseciation betweon these variants and obesine-selated wraiis o tkis
popalation, 736 individaals were genotyped By FOR-BEFLE methads. The 453950 allzle was associates] with waist io hip ratio
(WHED (P = 0.014; P = (L0432 after Boaderreni comectiony. An additive effect with the GAA haplotype was associated with
WHE (o (028 E altheugh this stacistical sigmificines disappeased afies Banlervon camection (P = D084 Mo signiticang
associalien was observed Betwesn the genotypes of the 135590064 and I813IAG polymorphisms and aoy of the quanittive
vartables investignted. Cur findings suggest that CAVRS pene pobynrorphism is asociawd with cenirl shesity in this: Dragilin
popalation of Eusopean encestry,

Eeywonds: Obesivy, CVEY, pelvimornsiisnms, WEIR, BMI

1. Iniroduction

The erdocannabinnid {EC svstem ps.an endogenous
and physiological svstem that plays a kew mole in the
regulation of food make and fol sccumulation. [t can
alsn madulate gleeose and lipad meabolism hroagh its
effects on peripheral tissues. At least two G-protein-
coupled connabinoid receptors huve been identified [7,
26]. Tl first cannabinoid recepior, which is the most

*Corespoading: auther: Pral. Mam H. Huoiz;, Depanamento e
Crendtica. Instiluco de Biccincigs. UPRGS, Cnixa Postal 15053,
QIS01-970 Pora Alegre, RS, Broxil Tel:: <55 513208 6720k Pax
<55 513343 5850 E-mail: mars e @ alrgshrn

abumdantin the brain, was named CB 1 after the clomng
of the second cannabinoid receptor subtype CB2, mwost-
Iy present inimmune cells [ 15]. CEL is expressed abun-
dantly in several areas of the central nervous system,
These areas melode the hippocampes, sanglia, cere-
bral cortex. cerchellum, mbic system and hypothala-
mus [ [6], Early studies showed oo scattered presence
of TR receptors in peripheral organs, such as the adi-
pose tssue and pusirointestinal svstem, which are key
organs involved in the regulation of food intake [3,25].
On the other hand, CB2 does not play a part in this
remulation system.

Obesity s & major predisposing factor for several
chronic diseases including coromary armery disease and
diahetes. It arises from complex ineractions betwesn
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penelics and envircmmen! that aller the delicate mech-
anizm regulating energy expenditure and food intake,
Feeding control determines the sensation of saticty and
hunger through an interplay mechanizm beiween mier
il sigoals e, leptind and environmental factors. The
endocannabinoid system may influence food miake by
repulating the expression andfer wction of several hy-
pothalamic anosetic and orexigenc mediators [6, 14

Signals af peripheral origins modulite the neurochem-
ical activation of hypothalamic meurons. CBI and en-
docannabanesds are able to cross-talk 1o those signals,
swch as leptin and adiponectin, secreted by adipocytles

I the central nervows system (CNS ) endocannabinoids
can 2et as neurntransmitiers, eprasenting an mnportant
maodufatery mechanism of mevronad trunsmission. In
the hypothalamus. the changes i endocanmabinomd ey
els seem o be iversely correlated with some changes
ihat are known to oocur in legtin blood leveds [21]. In-

ieed, lepiin decrenses endocunmabinoid levels in the
hypothzlamuz, a5 much as it does for other orexigenic
medintors. O ihe olher hamd, smimal models of obe-
sity Jolvod dlvidlb mice or fedu Zacker a1z have -
creased endocannabingd levels [B]. Moreover, ventro-
miedinl hypothalamic administration of @sdamide fone
CRI endogenows ligand) in pre-satiated rats resulted
in CBI dependent hyperphagia [17]. These findings
are in agreement with the devastating impact that the
disruption of CB1 signuling has on fecding and growth
in young mice [9], Recently, it has been dermonstralzd
thut CB1 mEMA co-cxpresses with comicotrophin re-
leasing hormone {CRH), cocane-amphelamine relal-
i ranseript (CART). melanin concentrating hormone
IMOHY &nd prepro-arexinin by pothalamic neurons | 6].

All these data taken tozether hizhlizht the role of the
endocannabinoid systerm in feeding and energy balance
regufation,  Indesd, it was repsonable to hvpoihesize
that from a pharmacobogical paint of view, mhibition
of the epdocennabinotd system through antagonism of
the cannabinoid CB L recepion may be aneffectve ther-
apeutic approsch fo treat human obesity.

The cannabinoid receptor | (CNEL)Y pene was
mapgd 19 chromosome 6gl4-15 [13]. Several huo-
man CNRT gene polymorphisms fave been meporied
Amieng them a stlenl mutation resuiting in the substit-
tien from G to A mocleatides position 1339 (rs 0493535
an cesdon 433 CThed [ LT and gwo exon 4 variants in the
FUTE region: 3EL3AM (s 1272007 1) and 4595406
(803080 [33] Albough two previcus studies have
shown association of the 135900A variant with obesity-
related 1rats in Europein populations 12,23, tao oth-
cradics fuiled 1w coniinm this association [1,32], The

two exon 4 polymorphisms were recently associated
with whnormul body mass index (BMI} and body far
distribution in Ialian middle-wged man (28]

Since the importance of the aforementiched gene
wvariants o the development of obesaty in human popu--
lations is =till & matter of controversics, the aim of this
study was to determine whether genetic polyrarphisms
il the CWET mene contribuate o varation in obesity-
related phenciypes in an European-denved Southem
Bracalion population, and 1o examine these resulis in
the context of current Nndings related (o the proposesd
functions for thess endocannabinoids.

2. Material and methods
2 1. Bulrfects

The study was performed in 756 individuals of Eu-
ropenn descent residing i Porto Alegre, the capital of
Brazil's southeenmost state. This city was foundesd in
I752 by 6 Cavncasian couples from the Azores [sbands.
Currently the population iz stll mainly of Partoguese
ilescent, But ltulians, Spantards and Germans have also
conirituted to itz gone poal [29], The 247 wonsen and
309 men mest of them of low socic-sconomic status,
were selected at random at the Clinical Analvsis Labo-
ratory of the Phiarmiacy School of the Federal Universi-
tv of Rio Grande do Sul among those whao came from
several caty health centers for free routine Blood deter-
minztions. The sample collection was performed be-
Ewveseny 2O0F] 20002, The Bihics Committes of the Feder-
il University of Rio Grande do Sul approved the study
preatocol and all individuals gove their written informed
consent prior to the investigation. A guestionmire
wizs completed, including smoking habils, aleohol con-
sumpiicn and regular physical activity in leisune tins:,
Exclusion coteny were occasional smoking, secondury
hyperlipidemia due to renal, liver or thvroid disease,
and pregnant women, In addition, individuals with a
previous history of dinbetes mellitus or fasting ghicose
levels above 0.9 mmold [2] were excluded From the
amalyses o avodd the confounding effects of didhetes
and its treatrment on obesitv-related frats

22 Anthropometric megsaremenis g biochemical
ot i vEiE

The subjects attended the laboratory in the mom-
ing after a 12 h fast. Blood samples were collected
and weight and height were measured.  Height was
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"limpained f-1esL
"?-1:|||||-'~'r'llil'.rrr__r lesl,
UChi-Sigs £ Rl

measured (o the nearest centimeler usang a dgid sta-
diometer, Weight was measured to the nearest 0.1 Kg
using an clectronic calibrated balince scale,  Body
mass index (BMI) was expressed as weight (K di-
vided by the square of height (m®), Waist cincumier-
ence was measured at mid-level between the Tower rib
margin and the iliac crest [31], and hip circumference
at the widest rochanters 10 the nedrest mm; all mea-
surements were performed by the same persan. Civer-
welght was defined for a BMI over 25 Kg/m® and obe-
sity for a BMIT over 30 Kg/m®. according to the World
Health Organization criteria [32].  Total cholesieral
(T HDL chalesterol, tnglycendes {10G) and glucose
were determined by conventional enzymatic methods,
LDL cholesteral was calenlaed sccosding Priedewald
eval, [107

200 DNA aealvas

Cencmie DA was extracted from 3ml antico-
dgulated venous blood samples using a salting out
methed [19, The polymorphic sites  [3539G/5A,
RISANG and 4BYIANG al the CNRJ fEne werns
genotyped by PCR-BEFLE methods as previously de-
seribed [ 11,28]. Oligonucleotides wsed o amplify these
vanants were: foreand 5-GAAAMGCTGCATCAAGA
G2 and reverse 8 -TTTTCCTGT GO TGOC AGH
=37 for the 135900A variant, Forward 5 - GATGA MGG
CTCAGGGTGUTAGAGSG-3" and reverse 3 -TAGTGC
TG TCAGOOOCATGTOCC-3 for the 3RI3AMG vari-
ant; forward 3 -GAGACCACDCATATCATGUACAC
A=A and reverse 3 AACTCTGATODCCAGTAGSCC

TAG-3" for the d893AMG viamanl,  The amplicons
were digested with resinenen endonucleases Map!
ifar 1359CEAY, il (for 3213A55) and Fakd (for
ABIIANG),

24 Sranisnival vrglyvsis

Allele (requencies were estimated by gene count-
ing, The agreement of genotype frequencies o Hardy-
Weinberg expectations was tested using the gondness
of fit chi-sguare test. Allele and genotype frequencies
between normal-weight (BMI<25 kg/m®) and over-
weightfobese (BMEZ25 kgfm™) groups were compared
by chi-square tests.

Multiple lTinear regression analyses were used 1o
model BMI and WHE on genotvpes. These analyses
were performed with BMI and WHR as dependemt vari-
ables andd wge, physicnl activity, smoking, alcoho] con-
surnpiica, gender. HDL and LDE cholesteral, pghyie-
erides and glycacmia as covanaies, Age and serum
lipids as well as glucose conceniratioms entered as con-
tinuous variables, and lifestyle Gctors were included as
dichatamic vanabies, Inleractions between SWNPs and
all covariates were tested, The stafistical analysis was
performed using the SPSS® 13.0.0 package.

Haplotype frequencies and linkage disequilibrium
were estimated using the Muliiple Locus Haplotvpe
Analysis (version 240} [200.  Haplowype associations
with BMI and WHR were performed by multiple hin-
car regression analysis as described above, Two sid-
ed prevalugs <005 wene considered for statistical sig-
mificance.  Bonferroni correction for multiperametric
testing was applied when appropriate.
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n = nuinber of mdividuals.
F = pemotype freqquencics.
™oy ek berween allele Trogquencies,

3. Results

Anthropometric. biological and litestyle characteris-
tics-of the investgated <ubiects are siommarized i Ta-
ble 1. The individuals were betwesn 15 and 85 vears
old (44,1 = [51), being 40.9% males. Most individ-
wals {42.6%0 had a normal weight (BMI<25 kafm2).
while 369% could be classified as overwelght and
A% were obese (BMT 230 kgim =), Mo differences
1 genolype and allele frequencies, BMI and smoking
wernd observed between male and female =ubjects bui,
a5 expected, o smaller wast W hip rato (WHR) was
ohserved in norneal weight indivicuals {5 = [L0G0T ).

Mo dhifferences in genatype andfor allele freguen-
ies were observed bebwesn normal-weight and over-
weightfohess groups for the three polymarphisms -
vistigated {Table 2). The same result was obtained
when comparing normal and obese individuals (BMI
=30 kp'm?; date not shown), All penotypes were in
Hardy-Weinbers cguilibrium.

AAulniple lingar regression amalysiz of BMEand WHER
an the CNRT polymoophismes and other potential con-
fomnders are shown in Tables 3, 4 and 5 for 1359 G A,
IB13 AG 4395 A0 polymorphisms respectively.
These analyses were performed with BMI and WHER
i conlineons rails using the whole sample,  Since
thes bess frequent alleles for the three CNET polymor-
phismes were present only in few individuals, the anal-
vies were performed aceording to o dominant model
pocling heterozyvaous and less frequentallele homozy-
gouz individoals. When controlled by confounders, the
48950 allele was associnted with WHR {(F = (L0044
P= 0,042 afer Bonferron correction; statestical pow-

er = (K710, but morwith BMI (P = L858 {Table 3},
The multiple B* of the regression model with the CNRT
4893 polymorphism aed covariates was 0,368, the par-
tial B¥ for CNRT 4895 was 0,008, The effect of the
genc can also be evaluated through the difference be-
tween s adjusted menns of the genotvpes, The WHE
mean = SE were: (LETT & 00003 tfor homozyzous A4
individualz, and 0889 4+ 0003 for AG + GG indi-
viduals, The differcpce bedween micans was 0012 (O]
Q5% 020021 1y Mo significant associalion was
observed between the senotypaz af the 1552004 and
FRE5AMG polymorphisms and any of the quantitative
variables invesugitted (Takles 3 and 4. Mo seconil or-
der interactions were observed between cach SNE and
covariabes {data ned show.

The examination of parowise linksge disequilibn-
win (LI} indicated that the three polvmorphisms wers
i steong LD (1339060A and 3RE3AM - DY = [LET
and P (U000 13539074 and 48954056 - D7
QL8R and F = 00001 3813AG and 48954006 -
D = 06 and P o< G001 Due o this siropg
L between polymormphisms, three frequent haplotypes
aceounted fop BR% of the chromosomes isvestgal-
el G s Asaafasas (OAAY (3 350 Aas 30 0res HGA
and Ay ana Az Agenn (AANY frequencies were (ARG
O 182 and 07212, respectively, The other- five haplo-
types aceounted together for 1éss than 125 of the ob-
served chromosames, Because the haplotype derived
from the three wild alicles comesponds o almost 0%
of the haplotvpe frequencias, we tesied the assaciation
assumng an acditve effest of this haplotepe GAS (ab-
e, one copy or two copies) with BME and WHR using
# muaduple linear repression analvss,  An assocition
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with WHE was obaerved (7 = 000C2EY (Tuble 63, al-
though ths Povalue 15 above the threshold of stansncal
significange after Bonferoni cormection { P = (L0234,
These resulis =uggest that the presence of the block
carrying thee wild 453954 allele wis associated with
smaller WHR, as the association al the single SNI lev-
cl pointed oo higher WHE for 4593503 allele carri-
ers; Therefore a contribution of & genctic variant of
CMED pene in central abesity is sugeested although it
docs notexclude the effect of ather polvmorphisms not
inveslipated i the present stody.

d. Trizcuession

We have genotvped three SMPs in the CVRT pene
in & sample of individuals from Southern Brazil of Eo-
ropennt ancestry. Bvidence of gssociation: of 489540
variant amnd WHE was detected winch was consistent in
single SMFP and haplotype analyses. Although it is not
expecied for any of these three SMPs (o be functional, it
is possible thal we hove detected an associnon throagh
linkage dizsequilibeinm of nearky polymorphizms,

Oibesity was mensured wsing body mass index (BMT)
and waist to hip ratio (WHR)L The measurement of
WHER was chosen instead of waist circumference (W)
beciuse i has been suggested (o be o supenor predic-
tor of cardiovascular disease associated with abdomi-
nal abesity, a3 long as it incledes hip circumference,
which is inversely associted tometaboli dystonetien,
hyperténsion, and death [E8].

Five prévious pubhications [1,02,22.25. 28] have ex-
amined the possible associofion of CNRY palvinos-
phizms with: ebesity.  The association between the
13594 allele with fower BMI foond by Gazzero et
al. [12] has not been replicated in Awo other investi-
watons [eomn different popalations [1,22] Russo et
al. {28 reported an associntion of the 381530 allele with
several obesity related traits including waist circumifer-
ence bt ot with e 4895 A% G polvmeaphizsme T the
present study, we observed wn assaosiation of the 4895
AzC polymorphism with waist to hip ratio (WHRL
Peeters elal, [23] recently reported an association of the
CNRD 359G variant with abdominal adiposity. In
obeze men, TR I339ACA genoty pe was significantly
associated with hgpher WHE and waist circomierance,
T the cervent study, we demoenstrated that aenetic varn-
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ation a1 CNES gene might play & mle in abdominal
obesity. Although we did not find an association with
thiz palymorphism, these data reinforce the relevant of-
lect of the CNE! gene in abdominal fat acewmolation
and distnbution. These inconsistencies among studies
coukd be explined by differeot zenetic backgrounds o
environmental faciors, as for other gene variants, the
impact of environmental factors such as diet, exercise,
and climatic termpenilanes may obacure the expression
of detectable and consistent phenotypes across hiiman
populanons, MNevertheless these resulis faken tozether
suggest a role Tor these CNR1 pelymorphisms on ap-
petite control, although caution is needed in reporting
which polymorphism might be involved.

Morewent investigation showed that CAVED mENA
CRpression wits negatively cormelated with visceral fat
mass. They also identified endocannabinoid plasma
concentraticns, in addition to body fat mass, as signifi-
cant prediciors of CR 1 receptor gene expression. Onee
CBI gene expression in visceral and subcutaneows adi-
pose ssues were closely correlated, it suzgest that CR1
gene expression in subcwtaneous adipose tissue may
Be an acceptable surropate for CE | gene expression in
visceral adipose tisce [4]. Althoush it i@ more like-

ly to expect thal genstic variation contributes to de-
crease rither than ineresse the recepior activity, lead-
ing to underweight and anorexia instead of overweight
and obesity, this finding suggests that the association
of the 495G allele with WHE observed in the present
ivestigation could be due to o higher expression of the
CNET gene, Meanwhile, no functionzl stadies were
carried oul 1o test if this gene is differentially expressed
according 10 4895A0G or other gene variants. Because
many 0f the regulatory segions of the gene are laroely
unknown, and the inconsistencies of which polymar
phism is associated with obesity related traits, it is like-
Ly that the functional polymorphisms have yer 1o be
ickenified.

The present study has some limitations. When study-
ing polygenic traits, it is impariant 1o keep in mind
that, generally, each gene contrbutes with a small o
mderite percentage of the trait variznee, which im-
pites that the swme disorder in different groops may
be cavsed by different combinations of polygenes [5].
This face eould explain the sroall effect of the CNRJ
4895 polymorphism in the regression model, in spite
of the statistical significance, Although these polymor-
phisms may be considered representative Tor variations
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at this locus [11,33], the observed associations couli
be spuricus {type 1 error) due o multiple statstical
comparizons, We performed the Bonfermoni procedure
for multuple westing corrections,  HMowever, whan the
probabitity of the tvpe §error (false positive) decreases,
the probability of the type 11 ervar {false nepative) in-
creises. The appropriate application of multiple 1esting
corrections is et alwavs clear [24] and therelore the
b P-valies (belore and after corrections) are shown.
Indeed, independent replication of significant associi-
tems in different populations is an important aspect of
acredible penetic association resull,

In summary, the results presented here showed evi-
dence for the associaton of CVRY gene varation with
central obesity phenotype. Az only [ew recent sted-
s showed association of the CNRI palymorphisms
and obesity-related frats, in the cument study we pre-
fereed o consider our findings as explomtory. Despite
of our results being consistent with the hypothesis that
the CVET gene is @ genetic contributor 1o sbdominal
obesity, replications in other populations are obwvicusly
warranted,
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Abstract

Obesity arises from complex interactions betweearetie factors and environment
that alter the mechanism regulating energy expereddnd food intake. Although the list of
genetic markers associated with obesity has ineceas the last few years, its precise
contribution is not well defined. We have investeghif sequence variants at the Agouti-
related protein AgRP, Cocaine and Amphetamine-regulated transcritART),
Melanocortin receptor 4AMC4R) and ProopiomelanocortiPOMC) genes are associated
with obesity-related traits in subjects from a Blfam population of European descent. This
study consisted of 756 individuals genotyped by HRFRP methods. Clinical data were
assessed and the genotypes were tested for ifgendent contribution to body mass index
(BMI) and waist to hip ratio (WHR) using chi-squdests and binomial multiple logistic
regression models. ThEART -156G allele had increased frequency in centraseb
individuals in the univariate analysis (P=0.0030R}X.2 after Bonferroni correction). The
multivariate analysis showed that thBART -156G allele was associated with WHR
adjusted for covariates (P=0.004; P=0.016 afterf@&ooni correction). No significant
association was observed between the polymorphidrAgRP, MC4R and POMC genes
and any of the qualitative variables investigafBiese results showed further evidence for
the association o€ART gene variation with central obesity, possibly nmated by an

interaction of genetic risk and additional enviramtal factors.
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1. Introduction

Obesity is a major risk factor for several chrodiseases, such as coronary artery
disease and diabetes. Given the heterogeneousofyggpic nature of human obesity, it is
expected that gene-gene and gene-environmentaiadtitns to be important for its
etiology. It turns extremely important to study dalate gene variants in populations with
different genetic backgrounds and living in diffiereegions of the world.

Appetite and energy-balance regulation is a syswmymposed of opposing
orexigenic and anorexigenic pathways, where thanoa between the two components will
determine feeding behavior. The hypothalamus-pityindrenal axis (HPA) plays a key
role in the regulation of food intake and energymkeostasis [1]. The orexigenic
neuropeptides Agouti-related protedigRP and Neuropeptide YNPY) co-express in the
same hypothalamic neurons and are downregulatetefitin. On the other hand the
Proopiomelanocortin ROMC) and Cocaine and Amphetamine-Regulated Transcript
(CART) are anorexigenic and co-express in the same ngu(but separately from
AgRHANPY) [2]. In this model, activation oPOMC neurons by leptin [3,4] triggers the
release obi-melanocyte-stimulating hormone-MSH) from POMC axon terminals, which
in turn activates melanocortin receptorMJ4R), leading to suppressed food intake and
increased energy expenditure. Simultaneously,reqippresses the activity NPYAgRP
neurons [3,4], which otherwise would antagonize gffect of a-MSH on MC4R through
the release oAgRP [5]. Not only does theNPYAQRP system antagonize anorexigenic

melanocortin cells, but it also directly inhibiBOMC perikarya [4], whenever the

68



NPYAgRP neurons are active. Although this bias toward tpasienergy balance is
necessary from an evolutionary perspective, itge &kely to contribute to the etiology of
metabolic disorders, such as obesity.

Due to their functional importance on appetite tatjon, theAgRE, POMC, CART
and MC4R genes have been extensively investigated in searefariants that could be
important in human obesity genetic susceptibili®/1P]. The gene encodinggRP is
located on chromosome 16922 and expresses twamatitezly spliced transcripts, one in
the arcuate nucleus of the hypothalamus and thex ottperipheral tissues. Argyropoulos et
al. [13] reported a significant association of a9G8A (Ala67Thr) functional
polymorphism with body mass index (BMI), fat mapgrcent body fat and abdominal
visceral fat, in adults with age over 50 years.e FiamanCARTgene maps to chromosome
5013-14 [14,15], which has been shown to be a gtibdéy locus for obesity [16]. A
previous study that supports a role @ARTin human obesity examined polymorphisms in
the promoter region of this gene. As a result,ceimnmon polymorphisms were identified,
but only the A to G substitution at the -156 sitaswassociated with increased BMI [17].
Recently Guéradel et al. [16¢reened th€ ARTgene for sequence variation in relation to
obesity in a French population and found a sigaiftcassociation of this polymorphism
with morbid obesity (BMI> 40kg/nf). The region 2p21-2 contains tROMC gene and
was associated to leptin concentrations in Mexiarerican, French and African-
American cohorts [16]. Association analysis of figelymorphisms genotyped on 811
Hispanic individuals showed that the 8246C>T vdriemthe 3'UTR had the strongest
evidence of association with multiple obesity qutative traits. Homozygous 8246T/T

individuals had lower BMI and waist circumferen®®Q@) than carriers of the 8246C allele
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[18]. Finally, MC4R gene (18g22) mutations currently constitute thet lb@ailable model
for genetic predisposition to obesity, as demotedtirdy their significant association with
severe early-onset and/or morbid obesity [19-22)sd_et al. [23] studied 200 French-
Canadian families and found a significant assammatof the -2745C>T variant with
physical activity phenotypes in the offspring. Th@mozygous -2745T/T individuals had
the highest inactivity scores and the lowest BMI.

Since there is compelling evidence for the afordioaed gene variants to confer
susceptibility to the development of obesity in lampopulations, this study aimed to
verify whether genetic polymorphisms at tAgRP, CART, MC4R and POMC genes
contribute to variation in obesity-related phenetypn a Southern Brazilian population of

European ancestry.

2. Materials and Methods

2.1 Subjects

Subjects of European ancestry, as ascertained iy cstor and morphological
characteristics, most of them of low socio-econostatus, were selected at random at a
clinical center from the Universidade Federal do R&rande do Sul, among those who
came from several city health centers for freein@ublood determinations. The sample

collection was performed between 2001-2002. Pregrnapmen, as well as those
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individuals with secondary hyperlipidemia due tmak liver or thyroid disease, and
diabetes were not invited to participate in thedgtuand for those who consented to
participate, a questionnaire was completed by #rirewer, which included details on
medicine intake and lifestyle variables such askingoand physical activityFrom an
initial sample of 834 subjects, we also excludeaséhwith fasting blood glucose levels
higher than 6.9 mmol/l [24]. Individuals on lipidwering medication were also excluded.
Therefore we remained with 756 individuals (447 &as and 309 males) to be included in
the study. The Ethics Committee of the Federal ensity of Rio Grande do Sul approved
the study protocol and all individuals gave themitt®n informed consent prior to the
investigation.

Anthropometric measurements were taken in the mgrafter a 12h fast and blood
samples were collected. Height was measured ton#asest centimeter using a rigid
stadiometer. Weight was measured to the neareskd.dsing an electronic calibrated
balance scale. Body mass index (BMI) was expreasasleight (kg) divided by the square
of height (nf). Waist circumference was measured at mid-level betwile lower rib
margin and the iliac crest [25], and hip circumfere at the widest trochanters to the
nearest mm; all measurements were performed bys#mee person. Overweight was
defined for a BMI> 25 kg/nf and obesity for a BM¥ 30 kg/nf, according to the World
Health Organization criteria [26]. Central obesitias determined as waist to hip ratio

(WHR) over 0.95 in men and 0.80 in women [27].
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2.2 Genotyping

Genomic DNA was isolated from peripheral blood tmytes by a salting out
method [28]. Amplification by polymerase chain reac (PCR) was performed using
published oligonucleotide sequences to amplify DA regions of interestAgRP
199G>A (rs5030980) [13],CART -156A>G (rs35862863) [17]MC4R -2745C>T
(rs7242169) [23] andPOMC 8246C>T (rs1042571) [29]. Restriction analyses ewer
employed to determine genotypes for the four vésiahhe amplicons were digested with
restriction endonucleas&smaAl (for AGRP 199G>A), Bpml (for CART -156A>G), Ncol
(for MC4R -2745C>T) andMboll (for POMC 8246C>T). The genotypes were determined

after electrophoresis on agarose gels stainedathidium bromide.

2.3 Statistical Analyses

Allele frequencies were estimated by gene countifige agreement of genotype
frequencies to Hardy-Weinberg expectations wagdeassing the goodness of fit chi-square
test. Allele and genotype frequencies for all padypinisms were compared by chi-square
tests. Binomial multiple logistic regression analysvere used to model BMI and WHR on
genotypes. The analyses were performed with BMIAR as dependent variables and
age, physical activity, smoking and gender as ¢ates. Age was entered as a continuous
variable, and lifestyle factors were included ashdtomic variables. Interactions between
SNPs and all covariates were tested. The stafisticalysis was performed using the

SPS$ 13.0.0 package. Two sided p-values <0.05 were iderel for statistical
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significance. Bonferroni correction for multiparame testing was applied when

appropriate.

3. Results

The characteristics of the study population are manrzed in Table 1. The

individuals were on average 44.1 (stdl5.1) years old and had a BMI of 26.4 kg/s.d.
+ 4.8). Differences in age were observed betweedeys (P=0.004), and physical activity
was more frequent in males than in females (P<@P08though men had both a higher
body weight and height compared to women, the Bldlues did not differ between
genders (P= 0.596). Furthermore, as expectedstitatly significant findings were smaller
waist circumference (P<0.0001) and waist to hipr@®<0.0001) in women.

Genotype frequencies at all sites were in agreemétht those expected under
Hardy-Weinberg equilibrium. The association anadyseere performed according to a
dominant model, due to the low number of individuabmozygous for the minor allele;
they were pooled with subjects with a heterozyggersotype. No differences in genotype
and/or allele frequencies were observed betweemaleneight and overweight/obese
groups for the four polymorphisms investigated (€al?). However, a significant
difference was observed for tRART-156A>G genotypes between subjects not presenting

central obesity and presenting central obesityr&eas a clear increase in the frequency
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of genotype -156G/G in central obese individual$=323, P=0.003; P=0.012 after
Bonferroni correction).

In order to control for potential confounders, nplé logistic regression analyses
checking for independent predictors of BMI and WMRSs performed (Table 3). When
controlled by confounders, thEART -156 G/G genotype was associated with WHR
(P=0.004; P=0.016 after Bonferroni correction), at with BMI (P=0.645). The
interaction effect betwee@ARTgenotypes and smoking status on WHR is shown IoleTa
3. In the first instance, the interaction tel@ARTSmoking status was statistically
significant (P=0.018), where smoking individualsrazygous for G allele appears to have
an increased risk to develop central obesity thamsmoking individuals with the same
genotype. However, this P-value was above the lbtdsof statistical significance after
Bonferroni correction (P=0.072). Interactions wpthysical inactivity, gender and age were
also tested for BMI and WHR, but no significantules were observed (data not sown).
Therefore, a contribution of this genetic variamt GART gene to central obesity is
suggested and it does not exclude the effect argiblymorphisms aAgRP, MC4R and

POMC genes not investigated in the present study.

4. Discussion

In this study, we have examined an association ofmmoon functional
polymorphisms irAgRP, CART, MC4RandPOMC genes with obesity-related traits in non-

diabetic individuals of European descent. Our figdi showed that the polymorphic CART
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-156A>G variant was significantly associated withdaminal obesity, whileAgRP
199G>A,MC4R-2745C>T and®OMC 8246C>T gene variants did not appear to exert an
influence on obesity-related traits in this popiolat

Although several evidences link tl@&ART gene to the regulation of feeding and
body weight [30-32], genetic association studietsvben polymorphic variants of this gene
and obesity-related phenotypes are still scanty ddta presented here showed that the -
156 G/G genotype was associated with WHR (Tablea® Bable 3). This result concurs
with those reported for Japanese where the —156f alvas the one associated with
obesity [17]. However, these two studies are di&or in relation to the results reported by
Guérardel et al. [10¥ho observed a higher prevalence of the -156Aallelobese French
subjects.CARTFdeficient animals did not show an increase in bagyght until after the
14™ week of a high-fat diet, suggesting that @&RTrole in obesity requires interactions
with the environment [33].

Gene-environment interactions have been reportedmsjor cause of the apparent
inconsistencies between published studies. Staédnétoal. [34] stated that power of a
particular sample to detect an association is allyalependent on the relative proportions
of different subgroups of individuals. Thereforethe effect of a polymorphism is greater
in smokers than in non-smokers, a sample compos@udyrof non-smokers will not detect
the association with the study trait. In the préseork, a significant interaction effect was
observed between smoking status &&RT-156A>G variant. Despite numerous reports
of association between smoking and obesity-relateehotypes [35-37], this association
did not survive Bonferroni correction. Although \aee not able to maintain this evidence

of gene-environment interaction, we are aware #Hsathe number of variants studied

75



increases, larger samples are needed to havetisthtipower to detect significant
interactions.

Previous reports have linked thgRP, MC4R and POMC genes with obesity in
association studies [8,9,11-13], whereas seveta¢roinvestigations were not able to
replicate these findings [6,7,38,39] including thesent study. Despite of the moderate
sample size, our investigation displayed sufficigtatistical power to detect differences of
at least 9% on the frequencies of the risk genatypeAgRP 199G>A (power=95%),
MC4R-2745C>T (power=70%) andlOMC 8246C>T (power=71%) on both parameters of
body weight analyzed. To date these findings cowdt exclude a relevant role of these
genes in gain weight. It is because there are gkyatential limitations in association
studies. The complex disorders are polygenic, @/lee cumulative result of variants in
several genes resulting from a large number of tygemariants, each one contributing with
small effects. Still these disorders result fromirteraction between one or more genetic
variants and environmental or nongenetic diseasdefactors. The linkage disequilibrium
of a series of genetic markers or alleles implned alarge number of loaneed tdbe tested
to cover the chromosome region that contain themeamts, and this increases the
possibility of false-positive findings [40]. To dease the risk of a spurious association, in
this study, we performed the Bonferroni procedarenfiultiple testing corrections. Besides,
testing only known functional variants has the adage of biological plausibility and
applying the control by confounding factors is dm@otimportant aspect to consider a
trustworthy result.

In summary, the results presented here showed resedér the association of
CARTgene variation with central obesity phenotype is southern Brazilian population,

while the AGQRP, MC4R and POMC genes do not seem to have an important role in the
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susceptibility to excessive fat accumulation irs thopulation. Clearly more investigations
in other samples and populations with this and ro81é¢Ps at th&€ART gene, as well as
more functional studies are needed to understamd¢netic contribution of this gene on

feeding behavior and the etiology of obesity.
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Table 1. Characteristics of 756 individuals invgated (continuous data are expressed as
meant SD)

All Women Men P-value

n 756 447 309

Age (yearsj 441+15.1  42.8+156 46.0+14.3  0.004
Weight (kg)? 70.5+ 14.3 65.9+ 13.2 77.0+13.3 <0.0001
Height (cmy 163.4+ 9.1 158.4+6.9 170.6+6.9 <0.0001
Body mass index (kg/fh? 26.4+ 4.8 26.3+51  26.5+4.3 0.596
Waist to hip ratio (cmj 0.88+ 0.08 0.85+0.07 0.93+0.10 <0.0001
Waist circumference (crf) 91.4+12.4 88.74125 95.4+11.1 <0.0001
Physically inactive (%) 56.7 66.0 43.4 <0.0001
Current smokers (%) 36.9 34.5 40.5  0.107
BMI classification (%}

BMI<25 42.6 45.2 38.8
25<BMI<30 36.9 33.3 42.1 0.049
BMI>30 20.5 215 19.1

" Femalevs male subjects
@Unpairedt-test
P Chi-Squardy?) test
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Table 2: Genotype and allele frequencies of AQREGEA, CART —156A>G, MC4R —2745C>T and POMC 8246Cyehe variants in normal-

weight (BMI <25; n=322) and obese plus overwei@M( =25; n=434) individuals, and in without obesity (WHRB.95 in men and WHRO0.80
in women; n=310) and with central obesity (WHR 0u9 men and WHR >0.80 in women; n=446) individuals

BMI WHR
Genotype Normal Obese + Alleles Normal Obese - Without With Alleles Without With
weight overweight weight overweight central central central central
obesity obesity obesity obesity
AgRF 199 G>A
AJA + AIG 0.0¢ 0.09t A 0.04 0.0t 0.09: 0.08i A 0.0t 0.0t
GIG 0.9z 0.90¢ G 0.9¢ 0.9t 0.901 0.91: G 0.9t 0.9t
P-valu€® 0.51¢ 1.C 0.79: 1.C
CART-15€A>G
AIA + AIG 0. 67: 0.677 A 0.4¢ 0.44 0.73¢ 0.631 A 0.4¢ 0.4Z
GIG 0.32¢ 0.325 G 0.5¢ 0.5¢€ 0.26: 0.36¢ G 0.52 0.5¢
P-valué® 0.87¢ 1.C 0.00: 0.4¢
MCA4F -2745C>1
CiC 0.64¢ 0.63¢ C 0.81 0.7¢ 0.62 0.65z C 0.7¢ 0.81
CIT+Tn 0.35¢ 0.36¢ T 0.1¢ 0.21 0.3¢ 0.34¢ T 0.21 0.1¢
P-valu€® 0.75¢ 0.8¢ 0.431 0.8¢€
POMC 8246C>T
CiC 0.67¢ 0.63¢ C 0.8 0.8C 0.66 0.64¢ C 0.82 0.8C
CIT+TT 0.32¢ 0.361 T 0.17 0.2C 0.33: 0.35¢ T 0.1¢ 0.2¢
P-valu€® 0.33] 0.7z 0.56¢ 0.8¢€

2. test between genotype and allele frequenciesmiant model
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Table 3: Binomial multiple logistic regression oMB (overweight plus obese) and WHR (central
obesity) withCART-156A>G genotypes and other potential confounders

BMI (overweight plus obese) WHR (central obesity)
Variables OR Cl 95% P-value OR Cl 95% P-value
CART-156A>G 0.93 0.67-1.28 0.645 2.0 1.25-3.20 0.004
Age (years) 1.03 1.02-1.04  0.00001 1.05 1.03-1.06  0.00001
Smoke 0.85 0.62-1.15 0.287 1.45 0.95-2.21 0.087
Physical activity 0.94 0.69-1.29 0.714 1.61 1.1272.  0.007
Gender 1.20 0.87-1.64 0.268 0.15 0.10-0.22  0.00001
CART* Smoke - - - 0.40 0.19-0.86 0.018

Genotypes: AA+ AG=0;GG =1
Smoke:no=0;yes=1

Physical activity: no=0; yes =1
Gender: female = 0; male = 1
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Abstract. Obesity arises as a result of a chronic disruptibenergy balance, and its prevalence
has increased dramatically in the past 10 yearger8klines of research indicate that abnormal
dopaminergic neurotransmission could be involvedpathophysiological processes leading to
obesity. The present study sought to verify if féunctional variants in th®RD2 COMT and
MAOA genes influenced the risk of obesity in 756 indiidls of European descent in the Brazilian
population. ThReMAOA u-VNTR andDRD2 TaqlA gene variants showed no association with any
analyzed parameter. THROMT 158Met allele was associated with increased bodgsmindex
(BMI) (OR=1.4; P=0.036). However, the main eviderioe association was observed with the
DRD2 -141C Del allele and waist-to-hip ratio (WHR), where the gmece of the deletion allele
increased the risk of central obesity in older vidtlials of this population (OR=1.04; P=0.009).
This result suggests that the gene variant mightaénce central obesity though the dopaminergic
reward pathway in an age-dependent way and, threrefmpports the indication that dopamine
bioavailability is involved in human obesity.
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Introduction

Obesity results from a chronic imbalance betweeergn intake and energy
expenditure. Its prevalence has been steadilyasang during recent years and this trend is
particularly pronounced in children and adolescdiMskdad et al. 2001; Styne 2001).
Indeed, obesity has reached epidemic proportionsnamy developed and transitional
countries and has become a serious health probi¢hese regions. Environmental factors,
such as the increased availability of high calddod and decreased physical activity,
contribute to its development. However, these emvirental factors cannot totally explain
a person’s susceptibility to developing the disorde role for genetic predisposition to
obesity has been observed (van Rossum et al. 2@fKionov 2003), with heritability
estimates in adults ranging from 55% to 85% (Bwtikal. 2003; Schousboe et al. 2003,
Romeis et al. 2004; Malis et al. 2005). Althougi tholecular mechanisms involved in the
regulation of energy balance have been extensiwldied in recent years, our
understanding of the precise organization and tdbyaof regulatory networks is far from
complete.

Rare forms of obesity caused by defects in energyndostasis regulatory
mechanisms operating in the brain have been desciibanimals and humans (Schwartz
et al. 2000). However, eating is as much a meaasluéving energy balance as it is a form
of pleasure and reward. This makes the drive tooaat of the most powerful urges of
animal and human behavior (Del Parigi et al. 2068pd is the most common and natural
source of pleasure in everyday life, and the newsiplogy of reward in humans has been

extensively studied in the context of drug abuselKdw and Fowler 2000), but little is

89



known about how the human brain specifically preessood reward. As with a variety of
reinforcing substances, such as alcohol and oteseal drugs, the ingestion of food can
produce pleasure. Despite limited knowledge abbet reinforcing properties of these
substances, there is general agreement that theypamifested in the dopaminergic reward
pathways of the brain (Wise and Rompre 1989; Seipal 2002; Schultz 2002).

Multiple aspects of food intake, including food eslon, satiety, and energy
expenditure, could be modulated by changes in a@erdopaminergic transmission
(Berthoud 2002; Kelley 2004). Several lines of sesk indicate that abnormal
dopaminergic neurotransmission could be involvedthe pathophysiological process
leading to obesity. Food consumption increasesilapamine levels in both animals and
humans (Hernandez and Hoebel 1988, 1990; Small 20@3), and the dopamine release
correlates with the degree of pleasure experiericed eating (Small et al. 2003). The
central effects of dopamine are mediated by fivietyjaes of dopamine receptors that are
primarily involved in the control of movement, péeme/reward, and neuroendocrine
regulation of the pituitary gland (Baik et al. 199%andel 2000). The receptor most
convincingly associated with energy balance isdbpamine receptor subtype RRD2)
(Baptista 1999; Jenkinson et al. 2000; TataranraleR001). In fact, obese people have
significantly lower dopamine D2 receptor availdailielative to lean individuals, and the
receptor availability in obese people decreasesvarse proportion to their body mass
index (BMI) (Wang et al. 2001). As in humans, dop@nlevels and D2 receptor
expression are reduced in obese rats comparedradds (Orosco et al. 1996; Fetissov et
al. 2002). Dopamine activity is related both to demsity of dopamine receptors and to the

amount of the enzymes involved in its metabolisrhus] one way to indirectly study

9C



individual differences in brain dopamine leveldisstudying polymorphisms in dopamine
receptors and dopamine-metabolizing enzyme genes.

Catechol-O-methyltransferas€ @MT) is an important modulator in the catabolism
of extraneural dopamine since it is the only dopermetabolizing enzyme that can act on
extracellular dopamine. In addition, monoamine ax&l A MAOA) is a flavin-containing
mitochondrial enzyme that catalyzes the degradatiaeveral different biological amines,
including the neurotransmitter dopamine. In bothnnaad rat, the activity oMAOA is
higher intraneuronally than extraneuronally. Thiszyegme is located in intraneuronal
mitochondria, and is only able to deaminate theadupe that has been taken back up into
the dopaminergic synaptosomes by its transportewl@t et al. 1984). Due to a well-
establishedrelationship between catecholamines and food intakerol (Halford et al.
2004), these enzyme activities may influence theavailability of catecholamines and
thereby influence weight gain and/or fat distribuati

Several genetic studies have shown an associatidopamine-related genes with
obesity. While some studies reported significasbagtions 0DRD2 polymorphisms with
weight gain (Comings et al. 1993; Noble et al. 19%dnkinson et al. 2000; Spitz et al.
2000; Thomas et al. 2000; Hutz et al. 2003), astldao failed to confirm these
associations (Southon et al. 2003; Zhang et al3R00he DRD2 TaglA (rs1800497)
polymorphism is associated with dopamine D2 reaegeasity and plays an important role
in the context of reward behavior. Individuals garg the Al allele are more likely to be
obese than those without this allele (Blum et 8P6t Spitz et al. 2000, Tataranni et al.
2001). Furthermore, the presence of the TAatjlallele has been associated with a 30%-
40% reduction in the density of the D2 receptor amelaker dopamine signaling

(Pohjalainen et al. 1998; Jonsson et al. 1999 hiitand Noble 2003). Moreover, Arinami
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et al. (1997) found a functional polymorphism ie thi-flanking region of the D2 receptor
gene designated as -14163/Del The promoter activity, as determined by luciferassay
of a plasmid containing the -1410x| allele, was 21%-43% of the activity assayed Wi t
plasmid containing the -141I@s allele. This result showed that the -14IS allele may,

in part, lead to increased D2 receptor expressiotine dorsal striatum. Although studies
have pointed out the relevance of this polymorphienpsychiatric disorders and drug
dependence (Arinami et al. 1997; Ohara et al. 19@8ishi et al. 2004; Johann et al.
2005), no association studies between this genmntaand obesity have so far been
performed in humans.

Different polymorphisms in the structural and regaty regions of the COMT and
MAOA genes have been shown to exert an influencésotranscriptional activities. The
G158A (rs4680) transition in the fourth exon of B®MT gene leads to an amino acid
change (valine to methionine) that is directly assted with changes in the activity of its
enzyme The Met(A) allele confers low activity of the enzyme, resulting ir3-ato 4-fold
reduction inCOMT enzyme activity as compared with the Val (G) alldlachman et al.
1996). The polymorphism, which is located 1.2 kbsttgam of the MAOA coding
sequence, consists of a 30-bp variable tandemtrga R) sequence present in 2, 3, 3.5,
4, or 5 copies. Alleles with 3.5 or 4 repeats wesgorted to present 2- to 10-fold more
efficient transcription than alleles containingepeats (Sabol et al. 1998). The activities of
the 2- and 5-repeat alleles are still unclear beeaeports have presented discrepant results
(Sabol et al. 1998; Deckert et al. 1999). Two pyasireports described an excess of the
low-activity allele in obese subjects when compacedon-obese subjects (Camarena et al.
2004; Need et al. 2006). Recently, Fuemmeler ¢28D8) revealed an association between

this polymorphism and categories of BMI among men.
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It is well known that dopamine availability is cooited largely by its receptor
DRD2 and by the two enzymes discussed eari@®@MT andMAOA Considering that the
genes for each of these contains a functional paighism that affects its expression
and/or activity in the brain, the main objectivetiofs study was to evaluate the relationship
between these gene variants and obesity-relatiesl itnaa Brazilian population of European

descent.

Materials and Methods

The study was carried out on 756 individuals of dpaan descent from the
southernmost state of Brazil. The sample investijavas fully described elsewhere
(Jaeger et al. 2008). Briefly, this cohort conslsté 447 women and 309 men who gave
their written, informed consent prior to the invgation. Individuals without the presence
of a particular disease, such as diabetes andithglisease, were recruited for this study
and completed a questionnaire that asked aboutcmedntake, smoking habits, alcohol
consumption, regular physical activity in leisuriend, oral contraceptive usage, and
menopausal status. The study protocol was apprbydtie Ethics Committee of Federal
University of Rio Grande do Sul, Brazil.

Obesity was evaluated through body mass index jBatid waist-to-hip ratio
(WHR). Measurements of BMI were taken by dividihg tveight in kilograms by height in
meters squared (kgfn Waist circumference was measured at mid-leveléen the lower

rib margin and the iliac crest (World Health Orgaation 1995), and hip circumference was
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measured at the widest trochanters to the nearest atlowing assessment of WHR.
According to the World Health Organization’s crige(World Health Organization 2000),
overweight was defined for a BMH 25 kg/nf and obesity for a BM# 30 kg/nf. Central
obesity was determined for waist-to-hip ratio (WHREer 0.95 in men and 0.80 in women
(Hanet al. 1998).

Total genomic DNA was extracted from whole-bloodnpses using a salting out
method (ahiri and Nurnberger 1991§5enotyping was performed using direct PCR or PCR-
restriction fragment length polymorphism (RFLP) lgees. The primer sequences and
restriction enzymes used to assay DRD2 TaglA, DRD2 -141C Ins/Del COMT
Vall58Met andVMAOA u-VNTR gene variants, as well as the minor alfedguencies of
these polymorphisms, are described in Table 1. Hneplicons were sized by
electrophoresis in agarose or polyacrylamide gaised with ethidium bromide.

The statistical analyses were performed using tR8S 13.0.0 package. 4>
likelihood ratio test was used to assess whetlepbserved genotype frequencies were in
Hardy-Weinberg equilibrium. Genotype frequenciesseveompared between groups of
BMI and WHR using the chi-squared ratios calculateader a dominant model.
Association between the gene markers and the pytvere analyzed using the multiple
logistic regression model. Both qualitative BMI aWdHR were entered as dependent
variables and age, physical activity, smoking rgkalcohol consumption, and gender as
covariates. Age was included as a continuous Mariabd lifestyle factors as dichotomic
variables. As th&/AOAuU-VNTR is located in the X chromosome, only thalgsis for this
gene variant was separated by sex. In women, hanmyake and menopausal status were

initially considered in the analysis. Individual®evpresented the 2- and/or 5-repeat alleles
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were excluded from the analysis due to the undéfeivity of these variants. Possible
gene-by-covariate interactions were tested foSHIPs by including the interaction terms in
the regression model. The linkage disequilibriunbMeen polymorphisms located in the
DRD2 gene was estimated using the Multiple Locus HapltAnalysis (version 2.0)

(Long et al. 1995). Threshold two-sided p-values dignificance were 0.05. Bonferroni

correction for multiparametric testing was appheuen appropriated.

Results

The phenotypic characteristics of the 756 subjects shown in Table 2. The
physical activity, smoking status, and alcohol econgtion were not different between
normal-weight (controls) and obese and overweighs€s) individuals for either gender.
As expected, the means of weight, BMI, WHR, andstveircumference were significantly
higher in cases when compared with controls in raalgé female subjects (P<0.0001). In
addition, female cases presented a higher frequehmenopausal status (P=0.007) which
is possibly due to the greater age (P<0.0001) i;» game group. Hormone consumption
was significantly more frequent in controls tharcases (P=0.001) since oral contraceptive
usage is higher in younger women.

Genotype frequencies for the four polymorphismssatered here are distributed in
gualitative BMI and WHR groups, as shown in TableTBe analyses were performed
according to a dominant model due to the low fregyeof homozygous individuals for the

rare allele in all gene variants. In the MAOA u-VRTthe variants were grouped according
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to their function. The alleles of 3.5 and 4 repeetse pooled together and codified as high
activity alleles (H) and the 3-repeat alleles weodified as low activity alleles (L). As a
result, a higher frequency of tH@OMT 158Met allele was observed in overweight and
obese individualsx=4.82; P=0.029) in the first instance but not afiee Bonferroni
correction (P=0.016). Additionally, the presenceabfleast one copy of theRD2141C
Del allele was protective against abdominal obesif74.838; P=0.029), although this
significance also did not survive the Bonferronirection (P=0.116). None of the other
gene variants were different between group in BMWMHR. The genotypic distributions of
all polymorphisms were in agreement (P>0.05) whibse expected under Hardy-Weinberg
equilibrium (data not shown).

To control all polymorphisms by confounders, mudifpgistic regression analyses
were performed. As neither variant in tlERRD2 gene was in linkage disequilibrium
(D’=0.028; P=0.822), all SNPs were analyzed indepetly, and gene-by-confounder
interactions were tested for both BMI and WHR. leccadance with the chi-square
analysis, an initial statistically significant assdion was found between theOMT
158Met allele and BMI (OR=1.4; P=0.036; P=0.14ZemaBonferroni correction) (Table
4a). Otherwise, thBRD2-141CDel allele had the strongest evidence of associatioy O
the interaction terrDRD2*Age for the -141ClIns/Del polymorphism was statistically
significant (OR=1.04; P=0.009; P=0.036 after Border correction) (Table 4b), showing
that, in the presence of the deletion allele, ibk of central obesity is higher in older
individuals than in younger. This same result gresented graphically in Fig. 1. Overall,
the deletion allele was associated with lower wkadtip ratios until age ~50; then, it

became directly associated with central obesitggesting that its protective effect may
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only apply in early ages. As in univariate analysesassociations were observed between
DRD2 TaglA and MAOA u-VNTR gene polymorphisms and the obesity pheredyp

investigated when controlling for covariates (daba shown).

Discussion

Few studies have investigated the genetic backgradfinthe dopaminergic reward
system associated with obesity-related traits. Mtigdy sought to investigate if four
polymorphisms in theCOMT, DRD2 and MAOA genes were associated with BMI and
central obesity in a Southern Brazilian populatioh European descent. ThHeOMT
Vall58Met variant was associated with increased BAlthough the significance did not
survive the correction for multiple comparisonswéoer, the main evidence of association
occurred between tHeRD2-141CDel allele and WHR, where older individuals presented
a higher risk of developing central obesity thannger individuals with the same deletion
allele. These results suggest that this gene uaméght influence central obesity through
the dopaminergic reward pathway in an age-dependeyt The MAOA u-VNTR and
DRD2TaqlA gene variants showed no association witteeinalyzed parameter.

Despite the fundamental role played by th€OMT gene in modulating the
catabolism of extraneural dopamine, the scarce puwibstudies associating this gene with
obesity has given discrepant results (Hong et@32Need et al. 2006; Wang et al. 2007,
Annerbrink et al. 2008). In this study, we foundattithe COMT 158Met allele was

somewhat more frequent in overweigiiese individuals than in normaleight
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individuals, but that this association was losemfurther adjustment for multiple tests.
Hong et al. (2003) reported a significant assommbetween this polymorphism and BMI
in premenopausal women, although it disappeareer atljustment for serum growth
factors. In contrast, Need et al. (2006) showedl ttiia genotype frequencies for this gene
variant were not different between obese and n@s®lBritish women. Additionally,
Annerbrink and coworkers found that the low-acivéllele (Met) was associated with
WHR and abdominal sagittal diameter but not with IBMa middle-aged male Swedish
population (Annerbrink et al. 2008). It should, few&r, be taken into consideration that
our cohort was considerably larger than theirs vaas, was comprised of both sexes and
subjects of different ages. Moreover, the assamatireported elsewhere seem to
correspond to a certain age segment of a speaficey only. While our results were in
line with a previous study in women (Hong et al02)) the association between this
polymorphism and BMI was in contrast to other poesi findings. Studies from different
laboratories yield associations in different dir@es. This is not uncommon when a
polymorphism is repeatedly found to be associatild & certain phenotype. Furthermore,
it could be the consequence of other gene variafiteencing how the polymorphism in
guestion influences the trait of interest.

Several investigations suggest that th&D2 polymorphisms might influence
obesity through the dopaminergic reward pathwayn{idgs et al. 1993; Noble et al. 1994;
Jenkinson et al. 2000; Spitz et al. 2000; Thomad.€2000; Hutz et al. 2003). Stimulation
of this pathway may reduce the effectiveness aétyatactors, promoting overeating and
leading to obesity Hoebel 1985; Wise and Rompre 1989). Our findings exteimelse
considerations, implicating thBRD2 -141C Del allele in central obesity. This result

reflects a greater increase in central obesithéegresence of theel allele at older ages
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than at younger ages. The age-dependent genetitefbr obesity-related traits have been
suggested in previous studies (Argyropoulos e2@02; Gorlova et al. 2003). Recently,
Lasky-Su et al. (2008) identified an age-varyingaj& association between obesity and an
SNP (rs1455832) in the roundabout, axon guidanoepter, homolog 1IROBOJ gene in
the Framingham Heart Study (FHS) population. Thggothesized that there may be a
gene-age interaction where the CC genotype wa<iassd with increased BMI until age
45, when this effect was diminished. From the sami, this association was replicated in
five of the eight study samples, reinforcing th@ence of an age-dependent genetic effect.
Additionally, Dreher et al. (2008) were among thestfto demonstrate differences in
dopamine-reward relationships between older anadig@muhuman adults. They found that
dopamine acts positively after tasks eliciting warl mechanism in youth but negatively
in aged subjects. This could explain why the -14JaT allele decreases the risk of central
obesity in younger subjects even when the presehties variant is thought to confer low
bioavailability of the D2 receptor and induce obgsi

It has been postulated that obese individuals laawgpofunctioning reward circuit
that leads them to gain weight in order to compiengar a hypofunctioning dopamine
reward system (Wang et al. 2002). A recent repgppsrted this hypothesis, particularly
that those individuals who presented genetic pohpimems are thought to attenuate
dopamine signaling in this region (Stice et al. 200 his study provided evidence that the
negative relation between striatal response to fomxkipt and BMI was significantly
stronger in individuals who presented DBD2 Taql Al allele, presumably because these
individuals had reduced dopamine signaling capaitityhe striatum. AlthougtDRD2
TaglA and MAOA u-VNTR variants have been associated with obesitydifferent

populations (Comings et al. 1993; Noble et al. 134tz et al. 2000; Thomas et al. 2000;
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Hutz et al. 2003; Camarena et al. 2004; Need eR@06; Fuemmeler et al. 2008), no
differences were detected in genotype frequenocdwden the different BMI and WHR
groups in our population. However, despite the maesimple size, our investigation
displayed sufficient statistical power to detedtatences of at least 9% in the frequencies
of the risk genotypes dDRD2 TaglA (power=70%)MAOA u-VNTR (power=99%) in
women, andMAOA u-VNTR (power=73%) in men of both analyzed pararsdf body
weight.

It is reasonable to be aware that our study hagalilons that require consideration.
First, this preliminary investigation is a crossisaal study, involving groups of
participants of different ages at the same poitiinne. Thus, a longitudinal study would be
required to confirm the observed time-dependertcaason once this design provides the
best information about the continuity or discontipwf weight gain over time. Second,
polygenic traits and physiologic and environmeudiékrences that affect individuals, such
as anxiety and diet, can also produce heterogenmesulis. To reduce these differences, we
controlled all polymorphisms for confounding facosuch as alcohol and smoking habits,
that are known to exert influence on weight gaimwdver, given the complex array of
metabolic systems that are implicated in the dgraknt of obesity and the probable small
genetic effects determined by associated genesfatttethat the present work was a
population-based study controlled for confoundexs be regarded as a strength. In this
sense, it was not restricted to a specific phenotggnge, and the phenotyped cases and
controls were provided from the same source pojpulaThis is an ideal design to identify
multiple genes of relatively small effect and toakwsate effects from interactions in

association studies. When the samples are ascaitéin case-control status, the effects
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from interactions could be missed due to diminispednotypic variation (Lasky-Su et al.
2008).

The number of polymorphisms associated with obeb#g increased quickly,
making replication imperative to validate these oaigions. This study could be
characterized as exploratory and suggests an @ffectandidate SNP in central obesity. It
is particularly important to replicate these fingknto confirm the results in other
independent studies. The aim is to elucidate thmpbex mechanism underlying obesity.
Additionally, the objective of the replication stués the assessment of whether the age-
varying effect observed in our specific populatmuld be generalized to other samples.
To our knowledge, this is the first study descrijpen association between tB&RD2 -
141ClIns/Delvariant and obesity. Therefore, it is importankézp in mind that functional
testing is required for a better understanding e tole of this promoter SNP on
transcriptional activity of the gene. Replicatiolmdies in other general populations are

obviously needed.
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Table 1 Polymorphisms investigated, genotyping procedanesminor allele frequencies (MAF)

Gene  dbSNPID Primers Restriction Alleles MAF (%)
Enzime

DRD2 rs1800497 5CCGTCGACGGCTGGCCAAGTTGTCTA3’ Tagq! T (A1) 24.3
5'CCGTCGACCCTTCCTGACTGTCATCA3’

DRD2 rs1799732 5ACTGGCGAGCAGACGGTGAGGACCC3 Mval Del (-) 12.3
5TGCGCGCGTGAGGCTGCCGGTTCGGS’

COMT rs4680 5TCGTGGACGCCGTGATTCAGGS Hspz2ll Met (A) 40.9
5’AGGTCTGACAACGGGTCAGGC3'

MAOA u-VNTR  5’ACAGCCTGACCGTGGAGAAG3' - Low activity (L) 38.9

5'GAACGGACGCTCCATTCGGA3’
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Table 2 Study population characteristics (data are nie8D)

Women Men
Variables Controls Cases P-value Controls Cases P-value
(n=202) (n=245) (n=120) (n=189)
Age (years}) 39.2+15.0 45.7+15.4 <0.0001 43.5+ 15.5 47.6+13.4 0.014
Weight (kg)? 56.0+ 6.7 74.1+11.4 <0.0001 66.1+ 7.5 84.0+11.4 <0.0001
Height (cmY’ 159.1+ 7.1 157.8+ 6.7 0.046 171.5£ 6.9 169.9+ 6.8 0.046
Body mass index (kg/fh’ 22.1+2.1 29.7+ 4.1 <0.0001 224+ 2.0 29.0+£ 3.2 <0.0001
Waist to hip ratio (cm§ 0.83+0.07 0.87+0.07 <0.0001 0.89+ 0.07 0.95+0.07 <0.0001
Waist circumference (cf) 79.7+ 8.4 96.0+ 10.3 <0.0001 86.1+ 6.8 101.4+9.1 <0.0001
Physically inactive (%) 65.3 66.5 0.841 48.3 40.2 0.195
Current smokers (%) 34.2 34.7 0.921 45.8 37.0 0.153
Alcohol consumption (98) 35.6 31.0 0.314 52.5 63.0 0.076
Menopausal status (%) 30.7 44.7 0.007 - - -
Hormone consumption (98) 32.7 18.4 0.001 - - -

Controls correspond to normal-weight (BMI <25) aades to obese plus overweight (BA26) individuals

4Unpairedt-test
®Chi-Squardy?) test
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Table 3 Genotype frequencies &fOMT Val158Met,DRD2-141CIns/Del DRDZTaqlA
C/T and MAOA VNTR gene variants in normal-weight (BMI <25) awthese plus
overweight (BMI>25) individuals, and in without central obesity (\RHO0.95 in men
and WHR<0.80 in women) and with central obesity (WHR >0i85men and WHR
>0.80 in women) individuals

BMI WHR

Genotypes Normal Obese + Without With

weight overweight central central

obesity obesity

COMT Vall58Met
AJ/A (Met) 0.15 0.17 0.14 0.17
AIG (Met/Val) 0.46 0.52 0.49 0.51
G/G (Val) 0.39 0.31 0.37 0.32
P-value (AA + AG vs GG) 0.029 0.21
DRD2141ClIns/Del
Ins/Ins(C/C) 0.74 0.78 0.72 0.79
Ins/Del(C/-) 0.25 0.21 0.27 0.2
Del/Del (-/-) 0.01 0.01 0.01 0.01
P-value (CC vs C- + %) 0.206 0.029
DRD2TaglA
T/T (A1) 0.07 0.06 0.08 0.05
T/C (A1/A2) 0.39 0.33 0.36 0.36
C/C (A2) 0.54 0.61 0.56 0.59
P-value (CCvs CT + TT) 0.107 0.488
MAOA - WomenR
L/L 0.12 0.12 0.13 0.11
L/H 0.49 0.47 0.49 0.5
H/H 0.39 0.41 0.38 0.39
P-value (LL vs LH+HH] 1.0 0.599
MAOA- Mer?
L 0.39 0.37 0.39 0.36
H 0.61 0.63 0.61 0.64
P-value 0.713 0.707

3, test between genotype frequen— Dominant mode
®= MAOAVNTR genotypes are expressed as L for low actiaitst H for high activity alleles

112



Table 4 Binomial multiple logistic regression of BMI (oweeight plus obese) and WHR (central obesity)
with (a) COMT Vall58Met genotypes (Val/Valersus Met/Val plus Met/Met) and other potential
confounders, (bPDRD2-141CIns/Delgenotypes (C@ersusC- plus -) and other potential confounders

BMI WHR
Variables OR Cl 95% P-value OR Cl 95% P-value
(a)
COMT 158Met (A) 1.40 1.02-1.91 0.036 1.15 0.81-1.64 .420
Age (years) 1.03 1.02-1.04 0.00001 1.04 1.03-1.060.00001
Smoking 0.77 0.56-1.06 0.108 1.13 0.79-1.60 0.508
Alcohol 1.27 0.92-1.75 0.141 0.77 0.55-1.09 0.14
Physical activity 0.94 0.69-1.28 0.688 1.49 1.0892 0.022
Gender 1.09 0.79-1.50 0.607 0.16 0.11-0.23 0.00001
(b)
DRD2 -141C Del) 0.78 0.55-1.12 0.179 0.13 0.03-0.48 0.002
Age (years) 1.03 1.02-1.04 0.00001 1.03 1.02-1.05.00001
Smoking 0.80 0.58-1.11 0.177 1.13 0.79-1.64 0.501
Alcohol 1.32 0.95-1.84 0.101 0.84 0.58-1.21 0.357
Physical activity 0.94 0.68-1.29 0.682 1.50 1.0852 0.027
Gender 1.10 0.79-1.54 0.57 0.15 0.10-0.21 0.00001
DRD2*Age - - - 1.04 1.01-1.07 0.009
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Fig. 1 Waist-to-hip ratio (WHR) expected means by age for
IngIns and Ing/Del or Del/Del genotypes. The panel
illustrates the different increase in WHR with agecording

to different genotypes. Age ~50 seems to be thssepoint
for theDRD2*Age interaction observed.
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Capitulo V

DISCUSSAO



Os pontos mais especificos referentes aos ressltatitidos para cada gene
investigado foram discutidos nas sec¢Oes correspoesiécapitulo 2 a 4) da presente Tese.
Nesse capitulo final serdo, portanto, discutidpeet®s mais gerais, que se aplicam a todos
os resultados observados, buscando situa-los déotcontexto dos aspectos ambientais e
biolégicos das doencas multifatoriais, bem comd@gseliscutidas as perspectivas para a
continuidade dessa linha de pesquisa.

Nos artigos cientificos que constituem o cerne dsgnte Tese, foram avaliadas
variantes polimérficas em oito genes candidatosuas spossiveis associacdes com
parametros de massa (IMC) e distribuicdo da gordaomaoral (WHR) em uma amostra da
populacdo euro-descendente de Porto Alegre, RS, aoirinalidade de avaliar a
contribuicdo desses genes para a patogénese ddaalgesessa populacao.

Um levantamento realizado em 19 municipios do BstiRio grande do Sul por
Gus e cols. (2002) indicou que 36,1% dos individesevistados apresentaram excesso
de peso e 18,6% foram obesos. Esses dados foratm semelhantes aos observados na
amostra analisada no presente estudo, na qual 3@@9oparticipantes apresentaram
sobrepeso e 20,5% foram obesos, sugerindo que stranovestigada € represen Ja
ocorréncia de obesidade da populacéo do Estado.

Dentre os genes candidatos investigados, tentarbcenger variantes ja bem
estudadas, como DRD2 TaglA e POMC 8246C/T, assimoceariantes onde o enfoque
relacionado ao ganho de peso ainda é incipientep €@NR1 3813 A/G e CNR1 4895A/G,
ou até mesmo ausente, como DRD2 -14d€lDel As associacdes relatadas no presente
estudo confirmam a importancia de alguns genes @atasenvolvimento da obesidade,
mas também trazem resultados novos que mereceimvestigados em outras amostras e

populagdes para que se estabeleca sua importAaa@éiologia dessa doenca.
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Dos Onze polimorfismos analisados, foram observads®ciacdes significantes
para as variantes CART -156A/G (rs35862863), CNRB954/G (rs806368), COMT
158G/A (rs4680) e DRD2 -141hs/Del (rs1799732), ou com IMC, ou com WHR.
Entretanto, algumas dessas associacdes mostrardepeedentes de fatores ambientais ou
biolégicos, através da evidéncia de interacdo esas variaveis e os polimorfismos.

Os primeiros trabalhos de associacdo entre mamesdmnéticos e caracteristicas
poligénicas abrangiam somente dados como sexoe,id@gdpo étnico e quantificacdo
adequada da caracteristica de interesse. Depoiiides anos de resultados discrepantes,
as investigagfes tém se voltado para coleta desdadwe habitos de vida e em como esses
fatores podem interagir com determinados gendti@snétodo onde individuos sao
genotipados para um determinado loco e o fenotipmparado entre os diferentes
genotipos € uma estratégia robusta, mas que padeostindida por interacbes gene-
ambiente.

Apesar de um grande painel de genes e mutacdas sestdo investigado em
relacdo a efeitos sobre o acumulo de massa corpadiposidade, a analise da literatura
revela que os resultados obtidos sdo frequenteneamttraditérios. Essas contradicbes
talvez sejam um reflexo do fato de que algumasadesariantes genéticas possam ter
algum efeito significativo em alguns subgrupos ddividuos, mas ndo em outros
(Bouchard, 2001). Nesse caso, 0 efeito da intergm@ade obscurecer tanto fatores
bioldgicos e ambientais (evidentes somente em pssascetiveis), como fatores genéticos
(evidenciados em individuos somente com uma héstarévia de exposi¢do). Conforme
Stalenhoef e cols. (1997), o poder de uma detedaiaaostra em detectar uma associacao
depende crucialmente das propor¢des relativas alogrigpos de individuos (fumantes,

obesos, idosos, homens, por exemplo), uma vez gésto do gendtipo pode ser diferente
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nesses grupos. Isso pode explicar as aparentessisténcias encontradas em diferentes
estudos.

Em relacdo ao efeito idade-dependente encontrado cc@olimorfismo DRD2 -
141CIns/Del no presente trabalho uma contradicdo em relacsioesnltados poderia ser
encontrada caso tivéssemos estudado apenas iralivjduens, por exemplo, e, dessa
forma, atribuissemos um papel protetor do alelalelecdo para obesidade central. Por
outro lado, se tivéssemos estudado apenas ind&idosos, concluiriamos que a delecao
apresenta um efeito de risco no desenvolvimentdodgca. Entretanto, o que temos na
verdade € um efeito do alelo modulado pela idadgjab tem uma inversdo no seu efeito
por volta dos 50 anos de idade. Dessa forma, siy@bsobservar que o controle dos
polimorfismos por efeitos bioldgicos também se aorimperativo na deteccdo dos
verdadeiros efeitos que os mesmos desempenhanoerdsad multifatoriais. Outro aspecto
importante a ser ressaltado foi a interacdo inmleervada entre o polimorfismo CART -
156A/G e fumo, a qual ndo se manteve apos a corgg®8onferroni para multiplos testes.
Utilizando a mesma amostra desse trabalho, Matteals. (2002) encontraram um efeito
da interacdo entre um polimorfismo no gene do tecefa leptina (LEPR) e fumo no IMC
em 356 individuos. Da mesma forma, Fiegenbaum s. ¢@D03; 2007) encontraram
associacoes significantes das interacbes entre famgolimorfismos nos genes da
apolipoproteina A-1V (APOA-1V) e da apolipoprotei@® (APOC3) com IMC (n= 391) e
niveis de triglicerideos (n= 220 mulheres), redpactente. Recentemente, Almeida e
Hutz (2008) encontraram efeito significante daragéo entre um polimorfismo no gene do
receptor de estrogeno 1 (ESR1) e fumo nos nivelpaleroteina de alta densidade (HDL)
em uma amostra de 187 mulheres na pré-menopausarebaltados nos mostram que

todos esses trabalhos citados anteriormente w#iizaeamostras bem menores do que a
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utilizada para essa Tese (n= 756), 0 que nos imglieaa interagdo encontrada entre a
variante CART -156A/G e fumo apresenta um efeitque@o no desenvolvimento da
obesidade abdominal, uma vez que ela ndo se sustestajustes para mdultiplos testes.
Provavelmente, se aumentassemos o numero de indévahalisados esse efeito poderia
ser melhor detectado, ja que o teste estatistigortais poder em detectar associa¢cdes com
polimorfismos que explicam uma pequena porcdo dan@a da caracteristica.

De uma forma geral, os resultados do presente eséwelaram que os efeitos dos
polimorfismos sobre fenétipos da obesidade podenmBeenciados por fatores ambientais
e bioldgicos e que essas interacfes sdo extremarnmpobrtantes para a determinacéo
desses parametros na populacéo investigada. N&ompsdizer se um determinado “perfil
genético” é de susceptibilidade para o aumentadicd de massa corporal (IMC) ou para
o desenvolvimento de obesidade abdominal sem oecanbnto do estilo de vida dos
individuos. Nesse sentido, as interacdes aqui éractas precisam ser replicadas por outros
pesquisadores em amostras independentes para quecagheca 0 seu verdadeiro
significado, bem como para trazer solucdes prapiess prevencao de doencgas.

Outro resultado que merece atencdo é o fato deagomioria das associagdes
significantes desse trabalho foi encontrada considbde abdominal, e ndo com IMC.
Alguns autores vém discutindo a utilizagdo desskicéncomo um indicador do estado
nutricional de adultos e também de idosos. Gamle €1986) enumeraram trés limitacdes
para o uso do IMC: a correlagdo com a estaturagpasar de baixa ainda é significativa; a
correlagdo com a massa livre de gordura; e a imfiaéda proporcionalidade corporal
(relacdo tamanho das pernas/tronco), tal que ithgdovtcom menor comprimento da perna
tenha um valor de IMC maior, em cerca de cinco ased. Essas limitacbes poderiam por

em risco a utilizagdo do IMC como indicador de goadcorporal. Entretanto, mesmo
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baseando-se nesses aspectos e ainda no fato d€ mdM expressar a distribuicdo de
gordura corporal andréide e ginecoide, que temdgranfluéncia na saude, ainda nédo se
tem um outro indicador que seja tdo simples e auemée. Além dessas limitacdes que se
aplicam a populacdo em geral, somam-se as mudangasocorrem na COMpPOSICao
corporal com o envelhecimento, tornando ainda mddisil a utilizacdo do IMC para
avaliacdo do estado nutricional de individuos cdadé avancad&egundo Landi e cols.
(2000), como o IMC nao distingue adequadamente angessla e massa magra, pode ser
um indicador menos Util de adiposidade entre idogoe possuem maior quantidade de
gordura corporal em um determinado IMC do que emtdividuos jovens, devido a
reducdo na massa muscular relacionada com a iGaelo assim, o IMC nao pode ser
utilizado como Unica estimativa de obesidade ousenasrporal gorda, principalmente em
idosos.Ainda, a porcentagem de gordura corporal é maiometheres do que em homens
(Jackson e cols., 2002), mostrando que a relaciie 8AC e porcentagem de gordura
corporal ndo é independente somente da idade, analsétn do sexo, sendo esses as
maiores fontes de variagcdo quando se define alpreia de obesidade pelo uso do IMC.
Ja com a utilizacdo da razédo cintura-quadril, étee sexo-dependente € contornado, uma
vez que o0s pontos de corte sdo distintos entre i®menulheres com peso normal e com
obesidade abdominal (WHR0,80 em mulheres e WHR0,95 em homens) (Han e cols.,
1998a). O fato de termos achado um numero deiagées positivas maior com WHR do
gue com IMC nos leva a pensar que talvez o parandetobesidade central apresente um
componente genético maior do que o parametro dsantasporal, ndo necessitando assim

de um alto poder estatistico para a sua detecc¢éao.
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V.1. Perspectivas Futuras

Na presente Tese, foi realizada uma investigag@oheendo onze polimorfismos
distribuidos em oito genes candidatos e fenotiplagionados a obesidade humana em uma
populacdo Euro-descendente de Porto Alegre. E mieidgue esse trabalho nZo tem a
pretensdo de esgotar 0 assunto, mas sim a intelg;d@ar continuidade dessa linha de
pesquisa no Brasil. No entanto, ainda existem sdgograndes obstaculos a serem
superados, como a compreensdo da dinadmica compiexido genoma humano e da
etiologia de doencas com origem multifatorial, @ssomo muitas barreiras relacionadas a
guestdes éticas precisam ser transpostas.

Desde o inicio do estudo da obesidade em nossoatdbio no ano de 2000, os
avancos na area da genética dessa doenca acomtelgefarma muito acelerada. Os dados
aqui apresentados reforcam as evidéncias de gestudos de associacao representam uma
ferramenta poderosa na identificacdo de variantesétgas que influenciam a
susceptibilidade as doencas complexas, principabrguando essas influéncias genéticas
sdo analisadas dentro de seu contexto biol6gicotgeatal. Individuos afetados com
sindromes pleiotropicas ou defeitos de um Unicce gepresentam apenas uma pequena
fracdo da populacdo de obesos e ndo podem ex@icaagnitude do problema da
obesidade na sociedade moderna. Dessa forma, s$tud@nos que visem a identificacdo
de genes especificos envolvidos no ganho de pesantese de extrema relevancia para

gue se possa ter um maior entendimento da fisitguadodo ganho de peso.

121



As limitagdes para a realizacdo efetiva e completse trabalho ja foram descritas
anteriormente nos artigos que compdem o corpo desisalho Entretanto, ndo podemos
deixar de levar em consideracdo que outros fatooegportamentais podem ser muito
importantes na determinacdo do peso corporal, corestresse, o humor, a ansiedade, a
depresséo e, até mesmo, as preferéncias alimenigsse sentido, os individuos estao
sujeitos a constantes mudancas no peso corparak pode acarretar, tanto para esse como
para outros estudos transversais, uma represemag@mente momentanea dos mesmos.
Dessa forma, com a finalidade de tentar-se cont@ssa situacdo, o acompanhamento de
uma amostra por periodos mais longos (estudostimhigais), sem duvida, pode trazer um
grande numero de informacdes e detectar efeitosgetees que nao tenham sido
identificados inicialmente.

A definicho de uma relagdo causa-efeito entre nmofismos e fendtipos
complexos, como a obesidade, tem sido dificil e eéste ainda um consenso explicito
sobre quais as evidéncias seriam suficientes sadbedecer tal relacdo de causalidade a
partir dos resultados de estudos de associacamdQs® refere a uma doenga complexa,
uma relacdo causal é probabilistica, ou seja,ar tatusador aumenta a probabilidade de
ocorréncia da doenca (Page e cols., 2003). Dess® feomente atraves de sucessivas
replicacoes e estudos funcionais, preferencialmegndwés de metodologias diferenciadas e
da eliminacéo de todas as fontes de vieses, segdvpbafirmar que um dado marcador é
fator causador de uma doenca complexa.

Muito progresso tem sido feito com os resultados dstudos de genética em
humanos obesos. A utilizacdo da informacdo genptica aplicacdo médica seré possivel
no futuro, gragcas aos avanc¢os no conhecimento monge humano. Avangos, por meio de

um maior conhecimento dos mecanismos moleculareshétios na regulacdo do peso,
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permitirdo pistas para intervencdes terapéuticasbeaidade. Além disso, o conhecimento
de variantes genéticas podera identificar melhaespondedores para determinada
intervengdo, possibilitando, assim, a utilizacdo raevas estratégias de prevencédo e

tratamento da obesidade humana.
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Capitulo VII

ANEXOS



TERMO DE CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPACAO NO ESTUD O SOBRE
FATORES GENETICOS QUE AFETAM OS NIVEIS DE COLESTERO L E

TRIGLICERIDEOS NA POPULAGAO DE PORTO ALEGRE

Através deste documento, consinto em ser entagdist em doar uma quantidade
de 5 (cinco) ml de sangue, a ser obtida juntamsmtea retirada de sangue para 0s exames
dos quais necessito, no Laboratorio de Andliseric@é da Faculdade de Farmacia da
UFRGS.

Estou ciente de que os objetivos deste estude@dtoecer um pouco mais sobre
algumas das causas do aumento dos niveis de colesteiglicerideos. Além disso, sei
gue os beneficios virdo somente a longo prazo,dysera possivel prever o risco genético
de um individuo ter problemas cardiovasculares.

Os resultados do presente estudo estarao a mspwsitao tao logo forem obtidos.

Tenho a garantia de que meus dados serdo mamidasgilo, e que meu nome

daqui para frente ndo sera revelado.

Porto Alegre, [/ [/

Assinatura do Patee

Pesquisadora Responsavel:

Dra. Mara Helena Hutz

Departamento de Genética da UFRGS
Telefone: 3308-6720
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Tabela 1: Frequéncias alélicas das variantes raras na p@uksiudada e em diferentes populacdes de origem eu

descendente.
Gene Polimorfismo | dbSNP ID Frequéncia Frequéncia da variante rara(%) em
da variante diferentes populacdes
rara(%) euro-decendentes
AgRP 199G/A rs5030980 A=4,6 A= 5,5 (Brown e col3001);
A= 4,7 (Brown e cols., 2001);
A= 5,5 (Argyropoulos e cols., 2002);
A= 3,6 (van Rossum e cols., 2006).
CART -156A/G rs35862863 A= 44,6 A= 46,4 (Guérarelebls., 2005).
CNR1 1359G/A rs1049353 A= 22 A= 17,9(Gazzerro e cols., 2007);
A= 20,9 (Aberle e cols., 2007);
A= 27 (Miller e cols., 2007).
CNR1 3813A/G rs12720071 G=11 G= 10 (Russo e c2097).
CNR1 4895A/G rs806368 G=279 G= 28 (Russo e c20§)7).
COMT 158G/A rs4680 A(Met)=40,9| A(Met)= 48 (Needdas., 2006);
A(Met)= 53 (Annerbrink e cols., 2008).
DRD2 TaglA rs1800497 T(Al)= 24,3 T (Al)= 17,6 (Bgren e cols., 2006);
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DRD2 -141CIns/Del | rs1799732 Del(-)= 12,3
MAOA u-VNTR 30bp u-VNTR Baixa atividade Baixa atividade (L)= 33,1 (Sabol e cols., 1998);
L)= 38,9 . -
© Baixa atividade (L)= 33,3 (Need e cols., 2006).
MC4R -2745CIT rs7242169 T= 20,2 T= 27,2 (Loos s.cd005).
POMC 8246C/T rs1042571 T=19,1 T= 20,2 (Feng e.ca(93);

T= 21,3 (Baker e cols., 2005);
T= 18,1 (Chen e coals., 2005);
T= 17 (Sutton e cols., 2005).
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