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RESUMO

A prevaléncia mundial da obesidade tem aumentado a um ritmo alarmante em todos os grupos
etarios. Embora tenham sido descritas algumas sindromes raras de obesidade causadas por
mutagdes em genes individuais, a maior propor¢ao de obesidade resulta de uma interacao entre
variantes em varios genes (genotipo suscetivel) e um ambiente favoravel (abundancia de calorias
e falta de atividade fisica). Classicamente, tem-se estudado genes envolvidos no controle da
ingestdo, do gasto de energia e do metabolismo da glicose e lipidios. Na ultima década a
descoberta de numerosas substincias secretadas pelos adipocitos, entre elas hormonios e
citocinas inflamatorias abriu uma nova frente de pesquisa. A "Sindrome de Deficiéncia de
Recompensa" (RDS) ¢ caracterizada como um estado hipodopaminérgico que predispde a
comportamentos obsessivo-compulsivos e impulsividade. A obesidade ¢ parte da RDS, ja que o
individuo come demais como uma forma de compensar o defeito nos niveis de dopamina. Neste
contexto, o presente estudo foi desenhado para investigar a relacdo entre a obesidade de inicio na
infancia e polimorfismos do fator de necrose tumoral alfa (7NF-a) e do Receptor D2 de
dopamina (DRD2). Nossa pesquisa ¢ um estudo de caso-controle que incluiu 105 criangas, sendo
55 obesas e 50 eutroficas (grupo controle). Amostras de sangue periférico foram colhidas para a
determinagdo do perfil de lipidios, glicemia e os niveis de insulina, e para a avaliagdo dos
polimorfismos do gene do TNF - a (G308A) e DRD2 (Taqla - C32806T), por ARMS - PCR e
PCR - RFLP, respectivamente. Variantes genéticas do SNP G308A do 7NF-a ndo conseguiu
confirmar uma participacdo no ganho de peso em criangas. O alelo Al (T) do polimorfismo
TaqlA do gene DRD? foi associado a um aumento da obesidade infantil e IMC superior dos
pais, corroborando alguns dados da literatura. Os nossos resultados mostram pela primeira vez
que o alelo Al estd associado a colesterol total > 170 mg/dl, a menores niveis de triglicérides, e
confere um risco relativo de 1,5 para HOMA>6175; e queo alelo A2 (C) con fre uma

protecdo contra a secrecao de insulina prejudicada. A compreensdo de como variagdes genéticas
afetam a tendéncia de tornar-se ou permanecer obeso ¢ um passo importante na compreensao dos

mecanismos que levam a obesidade.

Palavras-chave: Obesidade Infantil, Genética; polimorfismos, suscetibilidade, dopamina, HOMA

B
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ABSTRACT

The worldwide prevalence of obesity has increased at an alarming rate in all age groups.
Although it has been described some rare obesity syndromes caused by mutations in single
genes, the highest proportion of obesity results from an interaction between variants in multiple
genes (susceptible genotype) and a favorable environment (plenty of calories and lack of
physical activity). Classically, it has been studied genes involved in the control of intake, energy
expenditure and the metabolism of glucose and lipids. In the last decade the discovery of
numerous substances secreted by adipocytes among them hormones and inflammatory cytokines
opened a new research front. The “Reward Deficient Syndrome” (RDS) is characterized as a
hypodopaminegic state that predisposes to obsessive-compulsive behavior and impulsivity.
Obesity is part of the RDS, as the individual overeats as a manner to compensate de dopamine
defect. In this context, this study was designed to investigate the relationship between childhood
onset obesity and polymorphisms of the tumor necrosis factor alpha (TNF alpha) and the
Dopamine D2 Receptor (DRD2). Our research is a case control study that included 105 children,
being 55 obese and 50 normal weight (control group). Peripheral blood samples were collected
for the determination of lipid profile, glucose and insulin levels, and for the evaluation of the
genetic polymorphisms of TNF-a gene (G308A) and DRD2 (Taqla - C32806T), by ARMS-PCR
and RFLP-PCR, respectively. Genetic variants of the SNP G308A TNF-a failed to confirm a
participation in weight gain in children. The Al allele (T) of the Taqla polymorphism in the
DRD2 gene was associated with an increase in childhood obesity and higher BMI of the parents,
corroborating some data of the literature. Our results showed for the first time that the Al allele
is associated with Total Cholesterol > 170 mg/dl, minor levels of triglycerides and a relative risk
of 1.5 for HOMA B > 175 and that the A2 allele (C) confers a protection against impaired insulin
secretion. Understanding how genetic variations affect the tendency to become or remain obese

is an important step in understanding the mechanisms that lead to obesity.

Keywords: Childhood Obesity, Polymorphisms, Genetics; Susceptibility, Dopamine, HOMA B3

Xiil



I - INTRODUCAO

1.1 - Defini¢ao de obesidade

Define-se obesidade como uma doenga da homeostase energética causada pelo excesso
de suprimento de energia em relacdo as demandas do organismo. Como conseqiiéncia ocorre um
exagerado estoque de energia na forma de tecido adiposo, prejudicando a saude do individuo. E
uma desordem multifatorial resultante da interagdo entre genética e ambiente (Hill et al., 2003).

Um método simples para se determinar o grau de obesidade ¢ o célculo do indice de
massa corporal (IMC) definido como o peso em quilos dividido pelo quadrado da altura em
metros (kg/m?). Este tem sido o método mais utilizado universalmente, e também o proposto
pela Organizacdo Mundial de Satde - OMS (WHO, 1995). A OMS define como tendo sobrepeso
o adulto cujo IMC esteja entre 25 e 29,9 kg/m?, e obeso quando o IMC esteja acima de 30
(Quadro 1). Para o diagnostico em criancas utilizam-se as curvas de IMC para sexo e idade

(Figuras 1 e 2) avaliadas de acordo com o Z-score ou Percentil (Quadro 2).

Quadro 1 - Valores de referéncia do IMC para diagnostico do estado nutricional de adultos

IMC Classificagao
< 18,5 Baixo Peso
18,5-24.9 Peso Normal
25-29,9 Sobrepeso
30-34,9 Obesidade grau |
35-39,9 Obesidade grau II
> 40 Obesidade grau 111
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Figura 1. Curva de IMC meninas de 5 a 19 anos. Fonte: Organizagdo Mundial de Satude
(http://www.who.int/growthref)
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Figura 2. Curva de IMC meninos de 5 a 19 anos. Fonte: Organizacdo Mundial de Saude
(http://www.who.int/growthref)
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Quadro 2 — Valores de referéncia para diagnostico do estado nutricional de criangas e
adolescentes utilizando as curvas de IMC para idade e sexo da OMS

Valor encontrado na Crianga Diagnostico Nutricional
Percentil (P) ou EscoreZ (Z)
<PO0,l <Z-3 Desnutricdo acentuada
>P0,le <P3 >7-3¢ <Z-2 Baixo Peso
>P3 e <P85 >7-2e <Z+1 Eutrofia
>P85e <P97 >7Z+le <Z+2 Sobrepeso
>P 97 >7+2 Obesidade
>P 99,9 >7+3 Obesidade grave

1.2 - Epidemiologia

A obesidade ¢ tdo antiga quanto a historia da humanidade. Existem evidéncias de
individuos obesos no periodo paleolitico, hd mais de 25.000 anos. A prevaléncia da obesidade,
entretanto, nunca atingiu proporgdes tdo elevadas (Halper, 1999). Hipdcrates (460-377 a. C.)
considerado o “pai da medicina” descreveu a obesidade como doenca e indicava medidas
terapéuticas como exercicios, caminhadas e ingestio menor de alimentos (Setian, 2007). A
obesidade ¢ reconhecida pela OMS como um dos dez principais problemas de satide nas mais
diversas sociedades (WHO, 2000). A prevaléncia desta patologia tem aumentado em todo o
mundo, alcangando propor¢des epidémicas em muitos paises desenvolvidos e de transi¢ao, sendo
uma importante causa de morbidade e mortalidade no mundo em desenvolvimento (Bell et al.,
2005). Um relatério publicado em janeiro de 2014 realizado pelo Overseas Development
Institute da Gra Bretanha (Keats & Wigginds, 2014) mostra um quadro geral da evolucdo da
obesidade em todo o mundo nos tltimos 30 anos: a América do Norte tem 70% da populagao de
adultos acima do peso, a maior em todo planeta; a América Latina, entretanto ndo fica muito
atrds com indices de 63%, um aumento muito significativo ao se comparar com os 30% relatados
dos anos 80.

A evolugdo da obesidade no Brasil situa-se dentro do corrente processo de transi¢ao

nutricional no pais. Nesta perspectiva, sdo evidenciadas intensas transforma¢des no panorama
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alimentar brasileiro. A comparacdo dos resultados obtidos nos dois inquéritos nutricionais
realizados no pais: o Estudo Nacional de Despesa Familiar (ENDEF) com os levantados pela
Pesquisa Nacional de Saude e Nutricio (PNSN) realizada no ano de1989 (Brasil, Ministério da
Satude, 2002), confirma a tendéncia progressiva do declinio da desnutricdo e o aumento da
obesidade no Brasil. A melhoria das condigdes de vida, a maior cobertura de satide e o declinio
da fecundidade favoreceram a reducdo da desnutri¢cdo no pais (Ferreira & Magalhaes, 2006).

A pesquisa de Org¢amentos Familiares (POF 2008-2009) realizada pelo Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica em parceria com o Ministério da Saude (IBGE, 2010), apos
analisar 188 mil brasileiros revelou dados surpreendentes. Neste levantamento constatou-se que
48% das mulheres e 50% dos homens brasileiros estdo acima do peso, sendo que 16,9% das

mulheres e que 12,5% dos homens estao obesos (Figura 3).
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Figura 3. Prevaléncia de déficit de peso, excesso de peso e obesidade na populagdo com20 ou
mais anos de idade, por sexo — Brasil — Periodos 1974-1975, 1989 e 2008-2009.

Os niimeros das criancas e adolescentes também impressionam: ao se comparar os dados
de 1974-75 com os de 2008-2009, na faixa etaria de 10 a 19 anos houve um aumento de excesso
de peso de 3,7% para 21,7% nos meninos e de 7,6% para 19% nas meninas. Foram considerados

obesos 5,9% dos meninos e 4% das meninas (Figura 4).
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Figura 4. Evolucao de indicadores antropométricos na populagao de 10 a 19 anos de idade por sexo —
Brasil — Periodos 1974-1975, 1989 ¢ 2008-2009.

Na faixa etaria entre 5 ¢ 9 anos houve um salto ainda maior: na década de setenta, 10,9%
dos meninos e 8,6% das meninas tinham sobrepeso, esses numeros subiram para 34,8% e 32%
respectivamente. J4 o nimero de obesos aumentou em mais de 300% nesse grupo etario, indo de

4,1% para 16,6% (Figura 5)
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Figura 5. Evolucao de indicadores antropométricos na populagio de 5 a 9 anos de idade por sexo
— Brasil — Periodos 1974-1975, 1989 e 2008-20009.
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A obesidade estd associada a um maior risco para diversas doengas cronicas, incluindo
diabetes, hipertensdo, apnéia do sono, asma, doengas cardiacas, acidente vascular cerebral e
diversos tipos de cancer (Field, 2001; Jaeger et al., 2008).

Infelizmente essas complicagdes tém ocorrido cada vez mais precocemente, cerca de 60%
das criangcas obesas entre 5 ¢ 10 anos tém pelo menos um fator de risco para doenga
cardiovascular (hipertensdo arterial, dislipidemia, hiperinsulinemia, alteragdo do metabolismo da
glicose, fatores pro-tromboticos) e 20% delas tém dois ou mais desses fatores (Amemiya, 2007).
Além das complicagdes metabolicas, as criangas e adolescentes obesos também apresentam
maiores incidéncias de asma, apnéia do sono, sindrome dos ovarios policisticos, além de
conseqiiéncias psicossociais (Radominski, 2011).

A obesidade também esta associada ao aumento de risco de morte. Adams e
colaboradores (2006) estimaram o risco de morte em uma coorte prospectiva com mais de
500.000 individuos nos Estados Unidos, e ap6s 10 anos de seguimento, mostraram que entre
pacientes que nunca fumaram, o risco de morte ¢ elevado entre 20 a 40% em pacientes acima do
peso, e entre 2 a 3 vezes em obesos quando comparados com pessoas de peso normal.

A epidemia de obesidade representa anualmente um grande déficit aos cofres publicos,
devido ao aumento da mortalidade e da morbidade relacionadas as doengas associadas ao
excesso de peso. O Departamento de Satde Publica dos Estados Unidos estimou que o custo
total relacionado ao sobrepeso e obesidade aproxima-se de U$ 117 bilhdes (NIDDK, 2008).

No Brasil estima-se que sejam gastos um bilhdo e 100 milhdes de reais a cada ano com
internagcdes hospitalares, consultas médicas e remédios para o tratamento do excesso de peso e
das doengas ligadas a ele. O Sistema Unico de Saude destina 600 milhdes de reais para as
internacdes relativas a obesidade. Esse valor equivale a 12% do que o governo brasileiro
despende anualmente com todas as outras doengas. Se considerarmos também os gastos indiretos

(faltas ao trabalho, licencas médicas e morte precoce), estima-se que o custo chegue a 1,5 bilhdo
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de reais, revela o estudo elaborado pela Forca Tarefa Latino-Americana de Obesidade (Sichieri,

2003).

1.3 — Fisiopatologia

A obesidade ¢ uma condi¢do de etiologia multifatorial influenciada por fatores genéticos,
enddcrino-metabolicos, ambientais e psicoldgicos. O peso corporal ¢ mantido por um delicado
equilibrio entre trés principais processos bioquimicos: a ingestdo alimentar, o controle do gasto
energético e controle do armazenamento de energia. Esses processos sdao regulados por
mecanismos que integram o sistema nervoso central (SNC), neuropeptideos, hormonios e

citocinas e o gasto calorico (Spiegelmanet al., 2001).

1.3.1 — Regulacdo pelo sistema nervoso central (SNC)

A regulacdo da ingesta alimentar pelo SNC depende da interacdo de um componente

homeostatico que objetiva o equilibrio entre energia e nutrientes, ¢ um componente hedonico,

que busca o prazer associado aos alimentos (Figura 6).

HOMEOSTATICO HEDONICO
Fome - Motivagao

Saciedade Adiposidade Recompensa

Hormdnios

gaslnntestlnals LEmea
MNervo vago Insulina Neural
Nutrientes
HIPOTALAMO

Ingestao alimentar  Gasto energético

Figura 6 - Controles homeostatico e hedonico do balango energético.
Fonte: Albuquerque et al., 2012



1.3.1 .1- Controle homeostatico da ingestao alimentar

O controle homeostatico da ingestdo depende da sinalizacdo hormonal produzida na
periferia em resposta as oscilagdes dos niveis de nutrientes. Os hormonios leptina e insulina sao
os principais sinalizadores de adiposidade, e ao alcancarem o SNC desencadeiam mecanismos
que promovem a inibi¢do da ingesta e aumento do gasto energético. Ja a fome e saciedade sdo
comunicadas a0 SNC por hormdnios gastrointestinais. No jejum prolongado o estdmago produz
grelina que atuara no hipotalamo como orexigeno. Apos a ingestdo alimentar os niveis de grelina
caem dando lugar a secrecdo de hormdnios anorexigenos como a colecistocinina, peptideo YY
(PYY) e peptideo semelhante ao glucagon (GLP1) (Morton et al., 2006; Velloso, 2006).

Os alvos principais dos sinalizadores periféricos de adiposidade, fome e saciedade sdo os
neurdnios do nucleo arqueado do hipotalamo (ARC). Neste nicleo estdo neurdnios orexigenos
que produzem neuropeptideo Y (NPY) e proteina relacionada a agouti (AgRP), além dos
neurdnios anorexigenos que produzem transcrito regulado por cocaina e anfetamina (CART) e
pro-opiomelanocortina (POMC) precursora do hormdnio melandcito-estimulante alfa (a-MSH)
por acdo da enzima pro-hormonio convertase 1 (PC1) (Schwartz et al., 2000; Spiegelman et al.,
2001). O receptor da melanocortina4 (MC4R) tem um papel importante no intricado controle
hipotaldmico do apetite. Quando a leptina se liga ao seu receptor nos neurénios POMC,a MSH ¢
liberado, ativando MC4R e gerando um sinal de saciedade. Ja a ligacdo da AgRP ao MC4R leva
a um aumento da ingestdo. A leptina ativa os neur6énios POMC e inibe os neurdnios AgRP
(Moisés, 2011). Esquema da interagdo do controle homeostatico da ingestdo ¢ mostrado na

Figura 7.
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Figura 7 - Regulagao homeostatica do balango energético.

Legenda: GRP: gastrin releasing peptide; CCK: colecistocinina; PYY: peptide YY; GLP1: peptide
glucagon-like 1; Apo A-1V: apolipoproteina A -IV; CART: transcrito regulado por cocaina e
anfetamina; POMC: pro-6piomelanocortina; a-MSH: hormonio estimulador de melanocitos-a; NPY:
neuropeptideo Y; AgRP: proteina relacionada a Agouti.

Fonte: Angelucci & Mancini, 2011.

1.3.1 .2— Controle hedonico da ingestdo alimentar

Em humanos a alimentagdo tem papel ndo apenas fisiologico, mas também social e
comportamental. O valor heddnico do alimento ¢ influenciado pelo gosto e experiéncias prévias.
(Velloso, 2006). A ingestdo de alimentos altamente palataveis (ricos em aclcar e gorduras) ¢
capaz de “desligar” a regulacdo homeostatica do apetite, perpetuando o estimulo para comer, e
neste momento a ingestdo passa a ser mediada por necessidades hedonicas e ndo homeostaticas
(Angelucci et al., 2011) . Para que decisdes relativas a busca de alimento, inicio e interrupcao da
refeicdo sejam tomadas adequadamente, ¢ necessaria uma correta integracdo entre os sinais

hipotaldmicos e centros corticais onde ocorre acdo de substancias que atuam nos mecanismos de
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motivacdo e recompensa, como o0s opioides, endocanabidides, Acido gama-aminobutirico

(GABA), serotonina e dopamina (DA) (Albuquerque et al., 2012) (Figuras 8 ¢ 9).

pre-frontal  Estriado

Hipocampo

Figura 8 - Estruturas do Sistema Nervoso Central envolvidas no controle da ingestao alimentar.
NAc - Nucleo accubens; LHA - area hipotalamica lateral; VTA - area tegmentar ventral
Fonte: Albuquerque et al., 2012.
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dopaminergicos

Neurdnios
gabaergicos
Neurdnios
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-

Leptina Ingestao de
Insulina alimentos

Figura 9 - Modelo de integracdo entre sinais de adiposidade e de recompensa no hipotalamo.
NAc - Nucleo accubens; LHA - area hipotalamica lateral; VTA - area tegmentar ventral; ARC - Nucleo

arqueado.
Fonte: Albuquerque et al., 2012.
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Os opidides endogenos como a B-endorfina, encefalina e dinorfina ativam receptores no
Nucleo accubens (NAc) desinibindo os neurdnios orexigenos da area hipotalamica lateral
(LHA). Os endocanabidides prejudicam a sinalizagdo da leptina, além de interagirem com os
sistemas dopaminérgico e opidide através da ativacdo dos receptores CB1 que inibem a acdo da
via da melanocortina (Angelucci et al., 2011; Albuquerque et al., 2012).

A serotonina promove a saciedade por acdo direta nos neurdnios do ARC, com ativagdo
dos neurdnios POMC e inibi¢do dos AgRP, além de inibir neurdnios produtores de orexinas na
LHA (Albuquerque et al., 2012).

A dopamina (DA) ¢ uma catecolamina precursora da noradrenalina e adrenalina, e ¢ um
neurotransmissor endogeno que modula uma série de fungdes fisiologicas incluindo o
comportamento, transporte idnico, tonus vascular e pressdao arterial. Diversos estudos
experimentais estabeleceram a DA como o principal neurotransmissor do circuito de recompensa
(Blum et al, 2012). E atualmente considerada a “molécula do prazer” ou “molécula anti-stress”.
Fred Previc (2009) criou o conceito de “sociedade dopaminérgica” e teoriza que o aumento dos
niveis de DA foi parte de uma adaptacdo fisiologica geral ao aumento do consumo de carne
ocorrido ha 2 milhdes de anos. A teoria diz que a “sociedade dopaminérgica” ¢ caracterizada por
inteligéncia elevada, senso de destino pessoal, preocupagdes religiosas/cosmicas e obsessao por
atingir metas.

Em relacdo ao apetite, a DA tem efeitos varidveis dependendo da area cerebral e tipo de
receptor estimulado. Tem efeito anorexigeno quando atua no ARC, NAc e LHA, mas age como
orexigeno no VMH (Albuquerque et al., 2012). Diversos estudos tém implicado os circuitos
cerebrais dopaminérgicos no comportamento alimentar. Pesquisas com animais revelam que o
consumo de refeigdes ricas em agucar ou gordura leva a liberagdo de dopamina no NAc (Avena
et al., 2008). O consumo de uma refeicao saborosa por humanos induz a liberacdo de dopamina

de magnitude proporcional ao grau de prazer da refeicdo (Small et al., 2003).
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1.3.1 .2— Obesidade como parte da “Sindrome da Deficiéncia de Recompensa” - RDS (do inglés

- Reward Deficiency Syndrome)

Estruturas e circuitos cortico-limbico-estriado formam o sistema cerebral de recompensa:
estimulos muito prazerosos ativam este sistema e levam o individuo a buscar reforgos positivos
de todos os tipos, ndo apenas alimentos (King, 2013). A cascata de recompensa cerebral se inicia
no hipotalamo, onde a serotonina age como neurotransmissor estimulando a liberagdo de
encefalina (uma endorfina cerebral), esta por sua vez inibe os neuronios Gabaérgicos da
substancia nigra, que por sua vez fazem o ajuste fino da quantidade de DA que sera liberada no

NAc, o sitio de recompensa cerebral (Blum et. al., 2012.) (figura 10).

Hypothalamus

Substantia
Nigra
Ventral
Tegmental
Area

Nucleus
Accumbens

Figura 10 - Interacdo de varios neurotransmissores constituindo a “Cascata de recompensa cerebral”.
Fonte: Blum et al., 2012.
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A literatura ¢ rica em estudos que mostram que baixos niveis de DA cerebral conferem

maior vulnerabilidade a abuso de substancias e comportamento aberrante. Sabe-se que todas as
drogas aditivas, assim como o jogo, sexo, alimentos e até musica levam a liberagdo de DA no
sitio de recompensa cerebral (Blum et al., 2012) . Em 1996 foi cunhado o termo “Sindrome da
Deficiéncia de Recompensa” (RDS - do inglés reward deficiency syndrome), para definir
comportamentos associados a estados hipodopaminérgicos que predispdem a comportamentos
obsessivos- compulsivos e impulsividade (Blum et al., 1996b). Incluem-se na RDS as seguintes
desordens: A) Comportamentos aditivos: alcoolismo, abuso de multiplas substancias, obesidade,
tabagismo; B) Comportamentos impulsivos: transtorno de déficit de atencdo e hiperatividade
(TDAH), S. Tourette, autismo; C) Comportamentos compulsivos: comportamento sexual
aberrante, vicio em jogos e apostas; D) Desordens de personalidade: transtorno de conduta,

personalidade anti-social, comportamento agressivo, ansiedade generalizada.

1.3.2-Tecido adiposo como 6rgdo enddcrino

Durante muitos anos o tecido adiposo foi considerado apenas como local de reserva
energética, protetor contra choques e isolante térmico (Trayhurn & Wood, 2004; Goossens et
al., 2005; Greenberg et al., 2006). Na tultima década esta visdo foi radicalmente transformada
apos a descoberta de inimeras substancias secretadas pelos adipocitos, as adipocinas, dentre elas
horménios e citocinas inflamatorias (Berg et al.,, 2005; Trayhurn et al.,, 2006; Hajer et al.,
2008).

As adipocinas atuam em diferentes tecidos e nos proprios adipdcitos modulando o
comportamento por mecanismos de feedback (Hermsdorff & Monteiro, 2004). As principais
adipocinas podem ser divididas em: (Fonseca-Alanizet al., 2007; Ikeoka et al., 2010; Bueno et

al., 2012)
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A) Adipocinas relacionadas a homeostase energética:

1

- Adiponectina: Secretada principalmente por adipdcitos. Niveis séricos estdo
reduzidos na obesidade e se correlacionam positivamente com a sensibilidade a
insulina. E suprimida por TNE IL 6, estmulos B adrenérgicos e glicocorticoides.
Induz fosforilacdo da tirosina do receptor de insulina e reduz a gliconeogénese
hepética. Aumenta a oxidagdo dos acidos graxos no figado. Aumenta a sensibilidade
a insulina, ¢ antiinflamatdrio e atenua a progressao da aterosclerose.

- Leptina: Estimulada pela insulina, TNF-a e glicocortdedes; suprimida por
catecolaminas. Sintetizada e secretada exclusivamente pelos adipdcitos. Inibe o
apetite e reduz a ingestdo alimentar. Reduz a captagdo de glicose mediada pela
insulina. Sinaliza o SNC sobre os estoques corporais de energia

- Resistina: Induz disfun¢do endotelial e pode estar envolvida na génese da
aterosclerose. Aumenta a resisténcia a insulina.

- Visfatina: Reduz a glicemia atuando como um hormonio insulina- like.

- Fasting-induced adipose factor: Inibe a acdo da lipoprteina lipase no tecido adiposo,
levando a redugdo da captacdo de triglicerideos. Exerce papel coadjuvante ao da

leptina como molécula sinalizadora do estado nutricional

B) Proteinas de fase aguda

6

7

8

— Haptoglobina: Atua como anti-oxidante. Correlagdo positiva com a adiposidade
- Metalotioneina: Propriedades antioxidantes e antigénicas

— Amildide A sérico: Relacionada a aterosclerose e amiloidose secundaria

C) Citocinas
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9 - TNF-a : Produzido poré&ulas inflamatorias, linfocitos, adipocitos e células do
estroma. Induz resisténcia a insulina por inibir a fosforilagdo da IRS 1 (receptor da
insulina 1 ) e expressdo do GLUT 4 (Transportador de glicose tipo 4).

10 - IL 6 : Produzida por células inflamatérias, linfocitos e adipdcitos. Inibe a
transcricdo dos genes do IRS1, GLUT 4 e PPAR gama (receptores ativados por
proliferador de peroxissomo) reduzindo a sensibilidade a insulina. Niveis séricos se
correlacionam com o peso corporal.

11 - IL 1B8: Papel importante na génese da aterosclerose

12 - IL 1B RA: Compete com IL 1B no sitio do receptor, agindo portanto como
mediador anti-inflamatorio. Atua na diferenciacdo de adipdcitos, metabolismo
lipidico e sensibilidade a insulina.

13 - IL 8: Produzida principalmente por macrofagos, tem propriedade quimiotdxica
importante. Niveis séricos sdo aumentados pela hiperinsulinemia e hiperglicemia.
Leva a instabilidade da lesdo aterosclerotica.

14 - IL 10: Citocina anti-inflamatoria e imuno-moduladora. Promove a sensibilidade a
insulina em diversos tecidos. Protege contra a resisténcia insulinica induzida pela IL

6. Suprime a producdo de IL1, IL 6, IL8 e TNFa.

D) Fatores hemostaticos e hemodinamicos
15 — Fator tecidual: Iniciador da cascata de coagulacdo. A hiperinsulinemia pode
induzir sua produg¢do contribuindo assim para o estado pro-tromboético observado na
obesidade
16 — Inibidor do ativador de plasminogéniol: Inibe a ativa¢do do plasminogénio,
bloqueando a fibrindlise e aumentando a formagao de trombos
17 — Angiotensinogénio: Precursor da angiotensina II, envolvido no aumento da

pressdo arterial
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E) Fatores de crescimento
18 — Fator de crescimento semelhante a insulina: Tem agdo paracrina sobre o
desenvolvimento do tecido adiposo, estimulando sua diferenciagdo e proliferagao.
19 — Fator de crescimento endotélio vascular: Potente fator angiogénico, importante
acdo na aterosclerose.
20 — Fator de crescimento transformador B: Regula a funcdo, a diferenciacdo e a

proliferagdo de fibroblastos. Potente estimulador da producao de PAII

F) Quimiocinas
21 - MCP 1- Proteina quimiotaxica de monocitos: Induz RI e esteatose hepatica em
ratos. Sua expressdo ¢ aumentada pelo TNF a.
22 —MIF - Fator inibidor da migracdo de macrofagos: Atividade pro-inflamatoria,

protegendo os macrofagos de apoptose e prolongando o processo inflamatoério.

Além desta vasta producdo de substincias, o adipdcito também expressa diversos

receptores hormonais como visto no quadro 3 (adptado de Fonseca-Alaniz, 2007)
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Quadro 3 — Receptores hormonais identificados em adipécitos.

Receptor hormonal Principais efeitos bioldgicos
Leptina + lipolise e oxidagdo lipidica
Insulina + lipogénese e captacdo de glicose, - lipolise
Glicocorticdides + lipdlise
Glucagon + lipdlise
Catecolaminas + lipdlise
T3 eT4 + lipdlise
Esteroides sexuais Regulam o desenvolvimento do adipécito
IGF1 + adipogénese
GH + lipolise
Prostaglandinas - lipolise
TNF a + lipdlise e resisténcia a insulina (RI)
IL 6 + lipdlise
Adenosina - lipolise e + captacdo de glicose
Adiponectina + sensibilidade a insulina
Gastrina Regula a expressao da leptina
Colecistocina (CCK) Regula a expressao da leptina
Peptideo gatro-nibidor (GIP) + sintese acidos graxos livres (AGL)
Peptideo glucagon like (GLP1) + sintese AGL
Angiotensina II + lipogénese, RI
Bradicinina + sensibilidade a insulina
Fator de crescimento epidermal (EGF) Regula diferenciacdo de adipocitos
TGF 8 Bloqueia a diferenciagdo de adipdcitos
Melatonina Sinergiza agdo da insulina

Pelo exposto acima ndo ¢ exagero dizer que o tecido adiposo ¢ o mais importante 6rgao

endocrino do organismo (Damiani, 2007).

1.3.3 - Tecido adiposo e inflamacao

Tanto a obesidade quanto a inflamagdo sistémica estdo associados as desordens metabdlicas
componentes da Sindrome Metabdlica (diabetes mellitus, hipertensdo arterial, dislipidemias) que
levam a aterosclerose e elevam o risco das doengas cardiovasculares (Hermsdorff & Monteiro,
2004; Fantuzzi & Mazzone, 2007; Bayset al., 2008). Em 2004 a obesidade foi caracterizada

como estado de inflamag¢do cronica de baixa intensidade (Trayhurn& Wood, 2004). A
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inflamacao subclinica pode ser um mecanismo central que liga a obesidade as suas inlimeras
complicagdes sistémicas (Tam, 2010).

Parece claro que a obesidade leva a inflamagdo por estimular a expressdo e secre¢do de
adipocinas pré-inflamatorias pelo tecido adiposo, mas a relacdo inversa, ou seja, inflamagao
induzindo o aumento do peso tem sido sugerida por alguns autores (Das, 2001; Engstromet al.,
2003). Das (2001) faz os seguintes questionamentos “Qual ¢ o gatilho da inflamag¢dao?” e “A
inflamacao ¢ causa ou efeito da obesidade?”. Da mesma forma, Engstromet e colaboradores
(2003) afirmaram ser razoavel perguntar quem vem primeiro: a inflamagdo, a obesidade ou a
resisténcia a insulina?

Um mecanismo proposto para explicar esse fendmeno seria a indu¢do da obesidade a partir
de citocinas pro-inflamatorias participantes da regulagdo da ingestdo alimentar, e por outro lado
a hipoxia decorrente da expansdo do tecido adiposo levaria a liberacdo de adipocinas
inflamatorias, criando um ciclo vicioso entre inflamag¢ao e obesidade. (Oliveira &Bressan, 2010)

A observacao da Drosophila sp. pode ser a chave para se entender a conexao entre o sistema
imune e o metabolico. A mosca possui uma estrutura chamada corpo gorduroso que ¢
responsavel pelo fornecimento de energia e pela defesa contra micro-organismos invasores.
Durante a evolugdo houve uma especializagdo dos tecidos, com separagdo do tecido adiposo e
imune, porém parece persistir uma espécie de “memoria ancestral” (Carvalho Filho et al., 2011).

Existe uma grande sobreposicdo de fungdes dos macrofagos e adipdcitos na obesidade. A
expressdo de genes nesses dois tipos celulares ¢ muito semelhante, e suas funcdes também
podem se coordenar: no processo da aterosclerose os macréfagos se transformam em células
espumosas ao captarem e armazenarem gordura; e os pré-adipdcitos podem ter atividade
fagocitica e antimicrobiana (Prada & Saad, 2009).

Além das citocinas, outro elo entre os sistemas imune e metabolico € uma familia de
proteinas de membrana chamada Toll-like receptors (TLRs). Os TLRs sdo capazes de iniciar a

resposta imune apo6s o reconhecimento dos polissacarideos presentes na parede de bactérias
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gram- negativas. O tecido adiposo hipertrofiado do obeso ¢ suscetivel a lipodlise com liberagdo de
acidos graxos que podem ativar os TLRs (Carvalho Filho et al. , 2010). Estudos recentes indicam
que o TLR tipo 4 pode promover o link molecular entre obesidade, inflamagdo e resisténcia a

insulina (Weyrich et al., 2010)

1.4—Fatores genéticos

A obesidade comum também chamada de exdgena ¢ uma doencga complexa de etiologia
multifatorial, sendo as sindromes genéticas pleiotrdpicas, e doengcas monogénicas responsaveis
por apenas 1% dos casos (Damiani, 2007; Sabin et al.,, 2011). As formas mais comuns de
obesidade monogénica sdo devido a mutagdes em genes relacionados ao sistema hipotalamico de
controle do balango energético leptina-melanocortina- como as deficiéncias de: leptina, receptor
de leptina, POMC, MCR4 e PC1 - ou mutagdes em genes que afetam o desenvolvimento do
hipotalamo (Moisés, 2011). A obesidade pode ser um componente central de diversas sindromes
pleiotropicas como as sindromes de: Alstrom, Albright, Pader —Willi, Bardet-Biedel, X Fragil,
dentre outras (Sabin, 2011).

No caso de doencas complexas como a obesidade comum, ¢ necessario que a genética
encontre um ambiente favordvel para o aparecimento do fenotipo. A hipdtese do “gendtipo
poupador” descrita por Neel em 1962 (Neel, 1962) propde que variantes genéticas que levam a
maior capacidade de estocar energia foram positivamente selecionadas em tempos de privacao
alimentar. Acredita-se que ao longo de milhares de anos esse “genotipo poupador” se perpetuou
e foi essencial na evolugdo da humanidade. Postula-se que esses genes sejam responsaveis por:
grande capacidade de acumular energia em forma de adiposidade, capacidade de poupar energia
em periodos criticos, habilidade de “desligar” passagens metabdlicas ndo essenciais e capacidade

de ingerir grande quantidade de alimento sempre que este estiver disponivel (Carvalho Filho,
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2011). Esses mesmos polimorfismos sdo desvantajosos na sociedade moderna, com facil acesso
a alimentos e baixo gasto caldrico, explicando a atual epidemia de obesidade.

Em 2007 Speakman publicou a “teoria da libertagdo do predador” complementar a teoria
do “gendtipo poupador” (Speakman, 2007). Fundamentado em evidéncias antropologicas e
epidemiologicas, rastreamento genético e pesquisas experimentais, a teoria postula que a maior
destreza caracteristica dos individuos magros selecionou os individuos melhor adaptados para a
busca de alimentos e fuga dos predadores; até que com a descoberta do fogo no periodo
paleolitico, houve um significativo aumento do peso corporal ao longo dos tempos. A teoria
atribui esse aumento do peso ndo apenas pela capacidade de cozimento e palatabilidade dos
alimentos, mas fundamentalmente por o fogo manter afastados os principais predadores,
reduzindo o gasto energético. A teoria sugere que a rede genética inicial responsavel por
caracteristicas de baixo peso e alto desempenho corporal tenha sido suprimida e perdida ao longo
dos milénios (Carvalho Filho et al., 2011).

As formas comuns de obesidade resultam da interacdo entre variantes em varios genes €
um ambiente favoravel. De uma forma geral, muitos estudos sugerem um forte componente
genético na obesidade humana (Bouchard et al., 1998; Rankinen et al., 2002; Hainer et al.,
2008). Estes trabalhos mostram que em resposta a dietas de baixo valor calérico, alguns
individuos perdem peso mais facilmente que outros; e que aqueles com o mesmo gendtipo
respondem de maneira similar quando expostos a mesma dieta. Estudos realizados em gémeos
mostram que a hereditariedade ¢ responsavel por 40 a 70% na variagdo inter-individual nos casos
de obesidade comum (Bottcher et al. 2011). As diferencas entre individuos e suas predisposicdes
ao ganho de peso indicam que variagdes comuns da seqiiéncia do DNA genomico, denominadas
polimorfismos, podem ser responsaveis pelo ganho de peso (Bell et al., 2005; Walley et al,,
2009). Entretanto, apesar de sua grande relevancia, a busca pelos genes que elevam o risco para
a obesidade ndo tem sido facil (Bottcher et al., 2011; Loos, 2009). Ainda ¢ um desafio para a

comunidade cientifica separar o componente genético do ambiental na etiologia da obesidade.
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A natureza poligénica da obesidade comum torna a descoberta de genes de risco e suas
variantes uma tarefa desafiadora. Diferentes abordagens foram desenvolvidas para se elucidar o
componente genético da obesidade: 1) GWLS (do inglés genome -wide linkage study) - estudo
de co-segregacdo de certas regides cromossdmicas com um traco ou doenca (Loos, 2009), 2)
andlise de genes candidatos envolvidos em vias fisiologicas plausiveis; 3) GWAS (do inglés
genome-wide associaion study) — rastreamento de marcadores em todo o genoma para
identificacdo de polimorfismos associados (Béttcher, 2011).

Saunders e colaboradores (2007), ap6s realizarem meta-analise de 37 estudos de GWLS
concluiram que esta ndo ¢ uma abordagem efetiva para se identificar variantes genéticas para a
obesidade comum, ja que ndo localizaram nenhum ldcus com evidencia convincente.

Estudos de associacdo de genes candidatos objetivam identificar a relacdo entre um ou
mais polimorfismos e um fenotipo. No caso da obesidade tem-se estudado genes envolvidos na
regulacdo da ingestdo alimentar, gasto energético, metabolismo lipidico e da glicose e
desenvolvimento do tecido adiposo. Genes descritos nas formas monogénicas de obesidade tém
sido investigados quanto a uma possivel participacdo na génese da obesidade comum (Moisés,
2011). Entretanto a replicagdo dos resultados da maioria dos trabalhos tem sido inconsistente,
portanto, as conclusdes dos estudos de genes candidatos permanecem obscuras (Shetty &
Shantaram, 2014).

Em estudos de GWAS diferentemente da abordagem pelo gene candidato, ndo ha a
pressuposicao da fun¢do do gene a ser investigado. Esses estudos se baseiam na associagcdo de
varios marcadores, geralmente SNIPs (do inglés - single nucleotide polymorphism). Essa
abordagem ¢ particularmente util em doencas comuns complexas como obesidade e diabetes
(Moisés, 2011).

A tltima atualizacdo do “Mapa Genético da Obesidade Humana”- HOGM (do inglés
Human Obesity Gene Map) realizada por Rankien e colaboradores (2006) associa a obesidade a

253 loci apds analise de 61 estudos de GWAS. O ntimero de associagdes entre SNPs e obesidade
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conta com 127 genes candidatos descritos, sendo que destes, 22 genes sdo amparados por mais
de 5 estudos. O mapa mostra loci em todos os cromossomos, exceto o Y.

A recente meta-analise do Consorcio GIANT realizado em adultos (Speliotes et al., 2010)
estabeleceu 32 loci de suscetibilidade para IMC, vérios dos quais foram confirmados em criangas
francesas e germanicas com obesidade grave (Comuzzie et al., 2012).

Especificamente para a obesidade de inicio na infincia, estudos demonstram que a
hereditariedade ¢ um fator importante (Demerath, 2007; Griffith, 2007). O maior estudo sobre a
genética da obesidade infantil foi recentemente publicado na revista Nature Genetics: foram
avaliados 5530 casos e 8318 controles através da analise de 14 trabalhos cientificos, que mostrou
definitivamente a forte influéncia genética para o desenvolvimento da obesidade infantil. Abrem-
se novas oportunidades para a investigagdo da obesidade de inicio precoce e vislumbra-se que no
futuro as criancas sofrerdo intervengdes de prevencdo e tratamento a partir de seus genomas
(Bradfield, 2012).

Nesta pesquisa, dois SNPs foram estudados para avaliar a associagdo com a obesidade
infantil. Foram escolhidos os genes do receptor tipo 2 da dopamina (DRD2)e o gene da citocina
TNF-a. Estes genes foram selecionados como candidatos putativamente associados a obesidade

de inicio na infancia, com base nos relatos previamente publicados na literatura internacional.

A) Polimorfismo G308A do Fator de necrose tumoral a (TNF-a)

O gene do TNF-a esta localizado no complexo maior de histocompatibilidade I em 6p21.1-
p21.3. Este gene esta incluido no HOGM amparado por 11 estudos de genes candidatos, nenhum
realizado com criancas (Rankien, 2006). O SNP G308A na regido promotora do gene esta
associado a um aumento da secre¢cdo do TNF-a e associacdo com diabetes mellitus tipo 2 (DM?2)
em diferentes populagdes (Kubaszek, 2003; Boraska, 2010). A substituicdo de G-A na posi¢ao

308 no sitio de inicia¢@o de transcrigdo na regido promotora do gene foi identificada inicialmente
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por Wilson e colaboradores (1992). Alguns estudos tém indicado um papel fundamental deste
SNP na patogénese de varios componentes da sindrome metabdlica e resisténcia a insulina
(Sookoian et al., 2005). Varios estudos de associacdo tém sido realizados sobre a variante
G308A, com resultados conflitantes. Fernandez-Real e colaboradores (1997) relataram uma
associagdo significativa entre a variante G308A e a sensibilidade a insulina, aumento do IMC e
aumento da producdo de leptina, sugerindo um papel importante na superalimentacdo e

obesidade.

B) Polimorfismo TaqlA do gene do receptor D2 de dopamina

O gene DRD?2 esta localizado em 11g22-q23 com tamanho aproximado de 66.097 pb.
Este gene codifica o subtipo D2 do receptor de dopamina, uma proteina transmembrana, que se
acopla a proteina G e inibe a atividade da adenilato-ciclase. Por um mecanismo de splicing
alternativo, o gene DRD?2 codifica para duas isoformas protéicas molecularmente distintas — D2S
e D2L — que sdo co-expressas, embora haja um favorecimento da produgdo de D2L. As duas
isoformas diferem entre si pela presenca de 29 aminoacidos adicionais na D2L (Picetti et al.,
1997). As duas formas do receptor D2 tém fungdes fisiologicas distintas. D2L atua
principalmente nas regides pos-sindpticas enquanto D2S participa com uma funcdo auto-
receptora pré-sinaptica (Usielo et al., 2000). Este gene foi incluido no HOGM amparado por 5
estudos de genes candidatos, nenhum tendo incluido a avaliagdo de criangas (Rankien et al.,
2006).

DRD2 ¢ um gene altamente polimorfico e, portanto, existem diversos SNPs descritos
para o gene (Figura 11). No entanto, muita atengdo tem sido dedicada ao SNP C32806T,
caracterizado por uma transicdo C>T localizada numa regido nio codificante do l16cus DRD2,
que parece afetar a disponibilidade do receptor D2, e seu alelo A1(T) estd potencialmente

associado a uma taxa metabdlica de glicose reduzida nas regides dopaminérgicas do cérebro
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humano. O SNP C32806T estéd localizado no dominio de quinase em um regido repetitiva no
gene ANKKI1 (anquirina), localizado em 11g23.1, a jusante (downstream) do gene DRD?2

(Neville et al., 2004).

{AC)n repeat Neaol

Promoter-141C Tagl B Taql D Hphl | Ser311Cys Tagl A

5 B/ B
1 2

r——
=250 Kb

12.5Kb

6.1 Kb 20 Kb

270 Kb

4
v

Figura 11 - Gene do DRD2 humano com localizagdo dos polimorfismos mais estudados.
Caixas representam exons e linhas representam introns.
Fonte: Noble, 2003.

Variacdes nos receptores dopaminérgicos e na liberagdo de dopamina estdo envolvidas na
superalimentacdo e obesidade. Ratos com reducdo dos receptores D2 de dopamina ao se
exporem a dieta rica em gordura ganham mais peso do que os ratos com densidade normal dos
receptores D2 (Huang et al., 2006). Estudos sugerem que obesos possam ter uma diminui¢ao da
disponibilidade de dopamina por um mecanismo de downregulation dos receptores
dopaminérgicos D2 do estriado (Wang et al., 2001). Drogas que bloqueiam os receptores D2
aumentam o apetite, ja as drogas que aumentam a concentragdo central de dopamina tém efeito
anorexigeno (Wang et al. 2001).

Virios estudos realizados em adultos sugerem que aumentos de massa corporal estdo
associados com o alelo Al do gene DRD2 (Blum et al., 1996; Nisoli et al., 2007; Chen et al.,
2012), além de mutagdes neste gene também terem sido associadas a esquizofrenia e alcoolismo

(Kukretiet al., 2005; Nisoliet al., 2007). Em estudos de tomografia por emissdo de pdsitrons, o
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alelo Al se mostrou associado a menor densidade de DRD2 (Jonsson et al., 1999) e com redugao
do metabolismo de glicose em regides dopaminérgicas do cérebro humano (Noble et al., 1997).
Todos os componentes da RDS, incluindo a obesidade, foram relacionados a baixa fungdo

dopaminérgica devido a uma associacdo com a presenga do alelo A1 do gene DRD2 (Blum et al.

2012, 1996a e 1996b).

2 - HIPOTESE

Os polimorfismos TaqlA C32806T no gene DRD2 e G308A no gene TNF-a @o

conferem maior suscetibilidade ao desenvolvimento de obesidade na infancia (OI).

3- OBJETIVOS
3.1 — Objetivo geral
Investigar a relacdo entre obesidade de inicio na infincia e os polimorfismos TaqlA no

gene DRD2 e G-308A no gene TNF-a.

3.2 — Objetivos especificos

Correlacionar os polimorfismos estudados com os seguintes pardmetros:
a) IMC dos pais
b) Lipidograma das criancas

¢) Indices HOMA IR e HOMA B das criangas

4 - METODOLOGIA

4.1 -Delineamento do estudo
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Trata-se de um estudo tipo Caso Controle, desenhado para investigar a potencial relacao
entre a obesidade, dislipidemia e resisténcia insulinicas de inicio na infancia e os polimorfismos
genéticos estudados. Este ¢ um estudo molecular, que foi conduzido no LaGene - Laboratorio de
Citogenética Humana e Genética Molecular da Secretaria de Satde do Estado de
Goias(LaGene/Lacen/SES-GO) e no NPR- Nucleo de Pesquisas Replicon (PUC-GO), em
conjunto com o Hospital da Crianca - Consultério de Endocrinologia Infantil e Laboratério

Nucleo.

4.2 - Grupo amostral

Participaram do estudo 105 criangas e adolescentes com idades entre 5 e 16 anos que
procuraram o consultério de endocrinologia pediatrica do Hospital da Crianca. As criancas
foram divididas em dois grupos: obesos (55 individuos) e eutréficos/grupo controle (50
individuos).

Foram considerados critérios de exclusdo: sobrepeso, desnutricdo, doengas cronicas
graves, presenga de sindromes genéticas, patologias cujo tratamento empregue medicacdes que
sabidamente alterem o peso (glicocorticdides, Hormdnio de crescimento, insulina, andlogos do
GnRH, etc.)

O diagnostico do estado nutricional foi baseado no Indice de Massa Corporal (IMC) com
interpretacdo de acordo com os valores de referéncia propostos pela OMS (WHO, 1995)
conforme mostrado na Tabela 2.

A antropometria restrita a peso e estatura com conseqiiente calculo do IMC ndo fornece a
composi¢do corporal, porém, devido a facilidade de realizagdo, objetividade da medida e

possibilidade de comparagdo com um padrao de referéncia relativamente simples, assume grande
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importancia tanto em estudos populacionais quanto na pratica clinica (WHO, 1995; Sotelo,
2004).

Todos os pais e/ou responsaveis foram entrevistados e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE — vide Apéndice A) para a participacdo no estudo e a
utilizacdo dos dados para pesquisa. O acompanhante responsavel durante a consulta respondeu a
questionario sobre os habitos de vida da crianca e familia (alimentagdo, nivel de exercicio
fisico), presenca de doencas relacionadas a obesidade (Diabetes mellitus, Hipertensdo arterial,
dislipidemia, IAM e AVC), e informou a altura dos pais bioldégicos e peso maximo que cada
genitor ja apresentou, excluindo periodo da gravidez materna, para célculo de IMC maximo dos
pais. Em alguns casos de adogdo e auséncia de genitor ndo foi possivel coletar as informagdes
referentes aos pais.

Todos os participantes foram avaliados, pessoalmente, pela pesquisadora. As criangas
foram submetidas a exame clinico minucioso. Os dados antropométricos (Peso e altura) foram
digitados na plataforma Anthro Plus da OMS disponivel

em http://www.who.int/childgrowth/software/en/. A plataforma executou o célculo do IMC em

numero absoluto e em Escore Z de acordo com idade e sexo de cada crianga.

Foi realizada avaliacdo bioquimica com determina¢ao do lipidograma, glicemia de jejum
e insulina e calculo dos indices HOMA IR e HOMA 8.

Os valores de referéncia da glicemia de jejum (em mg/dl) ndo diferem entre criangas e
adultos, sendo considerados normais valores entre 60 e 100, pré diabetes entre 101 e 125 e
diabetes > 126. A insulinemia de jejum (em mUI/ml) é considerada normal de 2,5 a 25 em
adultos e até 15 em criangas (Araz et al., 2012)

O quadro 4 mostra os valores de referéncia propostos para os lipides séricos na faixa
etaria de 2 a 19 anos de acordo com a I Diretriz de Prevengdo da Aterosclerose na infancia e

adolescéncia.



Quadro 4. Valores de referéncia do lipidograma para individuos entre 2 ¢ 19 anos de acordo com a |

Diretriz de Prevencao da Aterosclerose na infancia e adolescéncia.
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Lipides Desejaveis Limitrofes Aumentados
(mg/dI) (mg/dI) (mg/dI)

CT <150 150-169 >170

LDL-C <100 100-129 >130

HDL-C > 45

TG <100 100-129 >130

O HOMA (do inglés - Homeostatic Model Assessment; em portugués - Modelo de
avaliacdo da Homeostase) ¢ um método utilizado para quantificar a resisténcia a insulina (IR do
inglés Insulin Resistance) e a funcdo das células beta do pancreas (B). Apds a determinacdo da

glicemia e insulinemia ambas em jejum foram efetuados os seguintes célculos:

HOMA IR = Insulina jejum (pUI/mL) x Glicose jejum (mmol/L) / 22,5
(Valor de referéncia < 3,4)
HOMA 3 = 20 x Insulina jejum (LUI/mL) / Glicose jejum (mmol/L) — 3,5

(Valor de referéncia entre 167-175)

Glicose em mmol/L = Glicose em mg/dl dividido por 18.

(Matthews, 1985)

4.3 - Amostras biologicas

Amostras de sangue periférico heparinizado foram obtidas dos participantes no
Laboratério Nucleo. A coleta foi feita mediante venipungdo de SmL de sangue periférico no
antebraco, seguindo-se os critérios, cuidados e procedimentos operacionais padronizados

internacionalmente para a coleta de sangue venoso em criangas.
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4.4 - Extragdo, isolamento e quantificacdo do DNA

O DNA genomico foi purificado a partir de 300 pL. do sangue total usando-se um kit

®
comercial de extracdo de DNA (Easy DNA Purification Kit, Invitrogen, EUA), de acordo com
as instrugdes do fabricante. A concentracdo de DNA foi estimada em cada amostra mediante a

quantificagdo do DNA no equipamento NanoVue ®.

4.5 - Avaliacdo dos polimorfismos
4.5.1 - Reacdo em cadeia da polimerase - PCR (do inglés: Polymerase Chain Reaction)

A PCR est4 baseada na replicacdo enzimatica in vitro de uma seqiiéncia especifica de
DNA. Uma fita simples de DNA ¢ usada como molde para a agdo da enzima DNA polimerase
(Tag-polimerase proveniente da bactéria Thermus aquaticus). A replicacdo exponencial de
copias da seqiiéncia alvo ¢ capaz de amplificar bilhdes de vezes e em poucas horas uma
molécula de DNA. Essa técnica revolucionaria foi descrita por Kary Mullis nos anos 80 (Mullis,
1987) e lhe rendeu o Nobel de quimica em 1993.

Sdo necessarias seqiiéncias iniciadoras para que a enzima se apdie e inicie a sintese da
nova fita. Esses iniciadores, também denominados primers ou oligonucleotideos, sdo seqiiencias
de DNA em fita simples sintetizadas em laboratorio com aproximadamente 18 a 25 bases.
Possuem complementariedade com os segmentos que flanqueiam a seqiiencia da fita molde que
sera amplificada. Na reacdo de PCR sdo utilizados dois primers, sendo um complementar a fita
senso (primer 5’ou senso) e outro complementar a fita reverse (primer 3’ou antisenso). Assim,
além de iniciadores, os primers delimitam a regido a ser amplificada (Verlengia, 2013; Farah,
2007)

Para que ocorra a reacdo sdo necessarios: DNA teste, primers, a enzima DNA
polimerase, desoxirribonucleotideos trifosfato (dAATP, dCTP, dGTP e dTTP) e solugdo tampao

de magnésio.
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A técnica consiste de ciclos repetidos de Desnaturacao, Anelamento e Extensao:

A) Desnaturagdo
A desnaturacdo do DNA se da por elevacao da temperatura, de forma a converter o DNA
de fita dupla em fita simples. A reagdo ¢ submetida a 94C por 30 segundos

B) Anelamento
Reducdo da temperatura para 50- 65°C para permitir que os primers reconhegam a
seqiiencia alvo e se anelem a ela.

C) Extensdo
Para a sintese de uma nova cadeia, a reagdo ¢ submetida a temperatura ideal de acdo da
DNA polimerase: 72C. O tempo de extensdo ¢ del minuto para cada quilobase que deve

ser amplificado.

As 3 etapas descritas se repetem de forma ciclica (25 a 40 ciclos), e como cada
molécula recém-sintetizada serve de molde para o proximo ciclo o produto aumenta de forma
exponencial. Em condi¢des 6timas de reagio uma tnica molécula de DNA alvo pode gerar 107

moléculas de amplicons (produtos da PCR) apos 35 ciclos (Verlengia, 2013; Cerutti, 2013.)

4.5.2 - Polimorfismo no tamanho dos fragmentos de restrigdo -RFLP ( do inglés, Restriction

Fragment Length Polymorphisms)

A técnica de PCR- RFLP consiste em uma PCR seguida por reacdo de digestdo com
enzimas de restrigdo para a deteccdo de polimorfismos. As enzimas de restricdo reconhecem
seqiiencias especificas de bases do DNA em fita dupla e clivam essas seqiliencias em ambas as
fitas. A alteracdo de um par de bases na seqiiencia de reconhecimento pode criar ou abolir um
sitio de restri¢do, e assim quando esse DNA polimoérfico € submetido ao corte pelas enzimas,

havera geragdo de fragmentos de tamanhos diferentes do que os obtidos com o DNA “padrao”. O
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resultado da digestao ¢ avaliado por eletroforese em gel.

Para avaliar o polimorfismo do gene DRD2 foi utilizada a estratégia de PCR-RFLP,
empregando-se a enzima de restricdo TaqlA cujo sitio de corte contém um SNP C/T (C32806T),
seguindo-se a metodologia proposta por Behravan e colaboradores (2008). A variante TaqlA do
gene DRD2 foi identificada, usando-se os primers MP3 (5'- ACCCTTCCTGAGTGTCATCA-3")
e MP4 (5- ACGGCTGGCCAAGTTGTCTA-3"), que produzem um amplicom de
aproximadamente 310 pb.

As reagdes de PCR foram preparadas para um volume final de 50uL, contendo 100 ng de
DNA genomico. As reagdes foram preparadas com 2 mM MgCl,, 50 mM KCl, 15 mM Tris-HCl
(pH 8.4), 10 pmol de cada um dos oligonucleotideos iniciadores, 0.2 mM de cada dNTPs e 1 U
de Taq DNA polimerase (Promega Coorporation, EUA). O protocolo de termociclagem usado

para a identificagdo do SNP associado ao gene DRD2 encontra-se descrito na Tabela 1.

Tabela 1. Protocolo de termociclagem para a amplificagdo do
SNP C/T (C32806T) do gene DRD2 para a investigar sua
associacdo com OI.

Etapas Temperatura e No. de
Tempo ciclos
Desnaturacao Inicial 95°C por 3 min 1

Desnaturacio 95°C por 30 seg
Anelamento 58°C por 30 seg 30
Extensao 72°C por 60 seg

Extensao final 72° por 5 min 1

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em um gel de agarose a
1,5% sob um campo elétrico constante de 10 V/cm. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5
mg/mL) e o0 DNA foi visualizado em um sistema de video-documentacdo usando-se luz UV.

Em seguida, foi feita a restrigdo enzimatica utilizando um volume final de 25 pL,

contendo 8 puL do produto da PCR, 2,5 pL do tampao enzimatico, 1 unidade da enzima TaqlA. O
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sistema permaneceu por 1 hora a 65°C em banho-maria. Os produtos da restricdo foram
observados apoés eletroforese em campo elétrico constante de 10 V/cm, usando um gel de
agarose a 1,5% corado com brometo de etidio (0,5 mg/mL). A restricdo enzimatica dos
amplicons com TaqlA resulta em dois fragmentos, um de 130 pb e outro de 180 pb.

Os individuos com geno6tipo A1/Al (TT) ndo possuem o sitio para a enzima de restricao
TaqlA produzindo apenas fragmentos ndo digeridos de 310pb. Os individuos com genotipos
A2/A2 (CC), apds a agdo da enzima de restricdo TaqlA produzem dois fragmentos, um com
130pb e outro com 180pb. Por ultimo, os individuos com gendtipos heterozigotos A1/A2 (TC)

exibem trés fragmentos, sendo um de 310pb, outro de 180pb e um de 130pb.

4.5.3 - Sistema de amplificacdo refratario a mutagdes - ARMS-PCR (do inglés, Amplification

Refractory Mutation System)

Para avaliar o polimorfismo G308A no gene TNF-a foi utilizada estratgia de ARMS -
PCR, inicialmente descrita por Newton e colaboradores (1989), seguindo-se o protocolo descrito
por Kamali-Sarvestani e colaboradores (2007), com modificagdes. ARMS-PCR permite a
identificacdo, em geral, de qualquer mutacdo de ponto ou pequena delecdo conhecidos. Para a
detec¢do do SNP sdo conduzidas duas reacdes complementares, uma contendo um primer
ARMS especifico para a seqiiéncia selvagem do DNA, incapaz de amplificar o alelo mutante. A
outra reacdo usa um primer especifico para a seqiiéncia contendo a mutacdo, impedindo a
amplificacio do DNA tipo-selvagem. A determinacdo dos genotipos ¢ feita mediante a
comparacao dos produtos da amplificacao.

Os primers da ARMS-PCR usados para identificar o SNP associado ao gene TNF-a
encontram-se descritos na Tabela 2. Como controle interno da reagdo, foram usados os

oligonucleotideos iniciadores para o gene da 3 globina humana (Tabela 2). Os amplicons foram
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gerados mediante amplificagdo com P3 e TNFAI para identificagdo do alelo contendo G ou com
P3 e TNFA2 para a amplificagdo do alelo contendo A. Os primers diferem apenas no
nucleotideo terminal da extremidade 3°, erro de pareamento nesta extremidade impedem a
extensdo e a amplificacdo do DNA alvo ndo ocorre. As rea¢des amplificaram um DNA alvo que

permitia a identificacdo dos gendtipos homozigotos GG e AA e heterozigotos AG (Tabela 3)

Tabela 2. Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores usados para
identificar o SNP G-308A presente no gene TNF-a, resultante de
uma transicdo G = A, ¢ para o controle interno da reagdo, que teve
como alvo o gene da B Globina.

Primers Posi¢do Sequéncia
P3 (primer 3°) -144/-164 5’- TCTCGGTTTCTTCTCCATCG-3’
TNFA1 -328/-308G  5°- ATAGGTTTTGAGGGGCATGA-3’
TNFA2 -320/-308A  5°- ATAGGTTTTGAGGGGCATGG -3°
B Globina F - 5’- ACACAACTGTGTTCACTAGC -3’
B Globina R - 5’-CAACTTCATCCACGTTCACC -3’

Tabela 3. Protocolo de termociclagem para a amplificagdo do
SNP G-308A presente no gene TNF-o para a investigar
associacao com OI.

Etapas Temperatura e No. de
Tempo ciclos
Desnaturacao Inicial 95°C por 5 min 1

Desnaturacio 95°C por 90 seg
Anelamento 61°C por 150 seg 31
Extensao 72°C por 60 seg

Extensio final 72° por 10 min 1
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Os produtos da PCR foram separados por eletroforese em um gel de agarose a 1,5% sob
um campo elétrico constante de 10 V/em. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5 mg/ml) e

o DNA foi visualizado em um sistema de video-documentagao usando-se luz UV.

4.6 - Determinacao das taxas plasmaticas de CT, HDL, LDL, TG, glicose e insulina
As dosagens bioquimicas foram realizadas conforme os procedimentos operacionais
padronizados para estes tipos de andlises e conduzidas na sessdo de patologia clinica do

Laboratorio Nucleo.

4.7- Andlise estatistica

Os niveis sanguineos de CT, HDL, LDL, TG, glicose e insulina, indices HOMA IR e
HOMA 8, IMC dos pais e Z escore do IMC (Z-IMC) da crianca foram correlacionados com os
polimorfismos genéticos estudados, com a utilizagdo do programa SPSS Statistics 17.0.

Nessas analises foi verificado se a presenca dos polimorfismos ¢ mais prevalente no
grupo obeso do que no grupo controle e se a presenca desses SNPs estd associada a alteracdes
nos perfis bioquimicos. As andlises incluiram teste do X?, célculo de Risco Relativo e ANOVA
(do inglés, Analysis of Variance) . Todos os testes foram conduzidos com nivel de significancia

de p < 0,05 e intervalo de confianca de 95%.

5 - RESULTADOS DISCUTIDOS
5.1 - Caracteristicas clinicas

No presente estudo foram avaliadas 105 criangas, sendo 55 (52,4%) obesas e 50
(47,6%)eutroficas. Os dois grupos foram semelhantes em relacdo a idade e distribuicdo de sexo.
Nos pacientes obesos, 28 (50,9%)foram do sexo feminino e 27 (49,1%) do sexo masculino, e

nos eutréficos 27(54%)foram do sexo feminino e 23 (46%) do sexo masculino O grupo obeso
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apresentou valores estatisticamente distintos de: peso, altura, Z-IMC, IMC da mae, IMC do pai,

insulina, HOMA IR e HOMA 3 ¢ HDL (Tabela 4).

Tabela 4 - Parametros clinicos e bioquimicos observados nos grupos: Obeso e Eutréfico.

Grupo de Obesos Grupo de Eutréficos
Variaveis Média DP Média DP Valor de p
Idade 9,6 1,8 10,2 2,3 0,194
Peso 56,6 15,6 30,2 7,6 <0,0001*
Altura 142,5 10,2 135,5 12,9 0,013*
ZIMC 3,19 0,9 -0,6 0,6 <0,0001*
IMC Mae 29,2 5,3 23,46 2,6 <0,0001*
IMC Pai 31,88 4,6 26,18 2,9 <0,0001*
Glicemia 84,82 52 86,02 5,7 0,362
Insulina 12,44 5.8 6,37 2.4 <0,0001%*
Homa IR 2,64 1,3 1,36 0,5 <0,0001*
Homa 3 212,23 96,5 107,34 43,7 <0,0001*
CT 167,05 243 165,7 19,7 0,809
HDL 40,44 5,7 48,98 8,4 <0,0001*
LDL 109,62 20,9 101,2 18,4 0,101
TG 86,73 31,0 80,06 29,4 0,388
Total 55 (100) 50 (100)

A diferenca significativa de peso e Z-IMC ¢ esperada e ¢ propria da defini¢do de cada
grupo; ja a maior estatura observada no grupo obeso estd de acordo com achados clinicos
habituais neste grupo de criangas, fato que ¢ confirmado por estudos clinicos que demonstram
que as criangas obesas sdo mais altas que seus pares de mesma idade. Porém, como possuem
uma maturagdo Ossea acelerada, o seu crescimento se d4 por um periodo menor de tempo, nao
levando a alteragdes da estatura final adulta (Metcalf et al., 2011).

A presenca de niveis mais elevados de IMC dos pais das criangas obesas corrobora com

os estudos que indicam um forte componente genético na obesidade humana (Bouchard et al.,
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1998; Rankinen et al.,, 2002; Hainer et al., 2008). Além do fator genético, essas criancas
convivem no mesmo ambiente da sua familia bioldgica (com excecdo de duas), e portanto, estdao
expostas ao estilo de vida da mesma. Sabe-se que a crianga que tem ambos os pais obesos
apresenta 80% de chance de ser obesa, 50% quando um dos genitores ¢ obeso e 9% quando os
pais ndo sdo obesos (Fisberg et al., 2007). Vale ressaltar que a média de IMC dos pais esta acima
do normal em ambos os grupos. O grupo de criangas eutroficas tem com pais com sobrepeso,
fato consistente com o avangco do sobrepeso e obesidade na populacido brasileira adulta,
chegando a 48% das mulheres e 50% dos homens (IBGE, 2010).

Os dois grupos apresentaram niveis semelhantes de glicemia, o grupo obeso, entretanto,
mostrou niveis mais elevados de insulina, HOMA IR e HOMA 8. Essas alteracdes na
sensibilidade insulinica e na secre¢do de célula beta pancreatica sdo atribuidas a obesidade per si,
que ¢ um importante fator de risco para o desenvolvimento de DM2. O agravamento da situagao
de mau funcionamento pancredtico relacionado a obesidade evolui com DM2 (Field, 2001;
Jaeger et al., 2008).

O achado de HDL mais baixo no grupo obeso também ¢ esperado, ja que ¢ comum a

presenca de fatores de risco para doenga cardiovascular em criangas obesas (Amemiya, 2007).

5.2- Analise do polimorfismo G308A do gene do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)

Todos os pacientes, obesos e eutrdficos, foram heterozigotos para o polimorfismo G-
308A do gene do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) Figura 12.

Dois estudos foram realizados por nosso grupo, com resultados diversos. Uma coorte
retrospectiva realizada com 26 pacientes adultos também encontrou apenas o genotipo
heterozigoto (Brito et al.,, 2011); ja um estudo de caso controle contando com 27 criangas
observou os 3 genoétipos, sendo a freqiiéncia de heterozigoto de 19% nas criangas obesas e 27%

nas eutroficas, sem diferencga estatistica significante (Suzuki e da Silva, 2012).
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Figura 12. Perfil ARMS-PCR dos genotipos para SNP G-308A no gene TNF-o. A Canaleta L contem o
marcador de peso molecular de 100pb. As outras canaletas contém o genotipo AG de alguns pacientes

5.3- Analise do polimorfismo TaqlA C32806T do gene DRD2

Para o gene do receptor D2 de dopamina foram encontrados os alelos Al e A2,
resultando nos genotipos A1A1 (n=13 - 12,4%), A1A2 (n=35 - 33,3%) e A2A2 (n=57- 54,3%)
Figura 14.

L 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Figura 13 - Perfil PCR-RFLP dos genotipos para SNP TaqlA no gene DRD2 A canaleta L contém o
marcador de peso molecular de 100pb. A canaleta 15 contém o controle negativo. As canaletas 1, 2, 3, 7
e 9 contém o genodtipo homozigoto A,A,. As canaletas 4,5,8,10,11,12 e 14 contém o gendtipo
heterozigoto A;A,. A canaleta 13 o genodtipo homozigoto A;A;. A canaleta 6 mostra falta de
amplificacao.
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A distribui¢@o genotipica mostrou uma propor¢ao maior dos genotipos A1Al e A1A2 no

grupo obeso, ¢ A2A2 no grupo eutrdfico, entretanto esta diferenca ndo foi estatisticamente
significativa (Tabela 5). A distribuicdo alélica, entretanto, mostrou diferenca estatisticamente
significativa (p=0,05), sendo que a presenca do alelo Al confere risco relativo de 1,2892 para a

presenca de obesidade (Tabela 6).

Tabela 5 - Distribui¢do Genotipica dos grupos Obeso e Eutréfico

Genotipo Grupo de Obesos  Grupo de Eutroficos X2 Valor
N (%) N (%) dep
Al Al 8 (14,5) 5(10)
Al A2 22 (40) 13 (26) 2,844  0,0917
A2 A2 25 (45,5) 32 (64)
Total 55 (100) 50 (100)

Tabela 6 - Distribui¢do alélica dos grupos Obeso e Eutrofico

Distribui¢do alélica Grupo de Obesos  Grupo de Eutroficos  Risco Valor
N (%) N (%) relativo dep
Al 38 (34,5) 23 (23) 1,2892  (0,05)*
A2 72 (65,5) 77 (77)
Total 110 (100) 100 (100)

O polimorfismo TaqlA C32806T no gene DRD2 esta associado a reduzida atividade
dopaminérgica cerebral (Noble et al, 1991), e o alelo Al foi inicialmente associado a elevagao
do IMC conforme Blum e colaboradores (1996b) e comprovado em varios trabalhos posteriores
(Stice et al., 2010). Poucos estudos (Boettcher et al. 2011) foram realizados para se verificar a
associacdo do polimorfismo TaqlA do DRD2 em criangas e adolescentes, € o quadro 5 ilustra os
principais resultados dessas pesquisas.

Nosso estudo encontrou nos obesos e controles uma freqiiéncia do alelo Al de 34,5% e

239% respectivamente, e demonstrando associagdo estatisticamente significativa do alelo A1 com
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obesidade infantil (p = 0,05), com risco relativo de 1,3. Na literatura foi observada uma grande
variagdo nas freqiiéncias alélicas, mesmo dentro de populacdes do mesmo pais: em 2 estudos
com criangas turcas, um deles mostrou 51% do alelo Al nos obesos (Ergum et al., 2010),
enquanto o outro referiu apenas 20% (Araz et al., 2012); um estudo holandés mostrou 18,3% de
alelo A1l (Strien et al., 2010), em estudos norte-americanos a freqii€éncia do alelo A1 em criangas

obesas variou de 17% (Roth et al., 2013) a 38,5% (Duran-Gonzalez et al., 2011).

Quadro 5 - Resumo dos estudos realizados em criangas e adolescentes para avaliagdo do
polimorfismo TaqlA do gene DRD2.

Referéncia Populacdo Conclusoes

Epstein et al., 26 familias. Alelo Al associado a IMC e concordancia

2010 Pais obesos e criangas de 8 a 12 | com alteracao do IMC de pais e filhos apos 6
anos com sobrepeso e 12 meses de programa de emagrecimento
Pais: EUA

Ergum et al., Criangas Freqiiéncias alélicas (%)

2010 46 obesas Obesos: Al - 51%, A2 - 49%
50 eutroficas Eutroéficos: Al-52%, A2 - 48%
Pais: Turquia Sem diferenca estatistica entre os grupos

Stice et al. 2010 | 44 adolescentes do sexo Alelo Al associado a resposta atenuada do
feminino circuito de recompensa cerebral em resposta
Pais : EUA a antecipagdo de alimentar em exame de

RNM
Strien et al., 279 Adolescentes Freqiiéncias (%):
2010 Pais: Holanda AlA1-2,9; Al1A2 - 30,8; A2A2 - 66,3;

Al -18,3; A2-81,7
Alelo Al aumenta a alimentacdo de fundo

emocional
Duran-Gonzalez | 448 Adolescentes Freqiiéncias(%): AlA1
etal, 2011 Pais: EUA - 15,2; AlA2 -46,5; A2A2 - 38,3; Al -
38,5; A2-61,5
Alelo Al associado a obesidade central
Araz et al., 2012 | Criangas e adolescentes (2 a 17 | Freqiiéncias (%) nos Obesos: AlA1 -
anos): 7, AlA2 -26; A2A2-67, Al -20; A2
100 obesos e 100 controles - 80
Pais: Turquia Freqiiéncias (%) nos Controles:  AlALl - 4;

AlA2 -31; A2A2 - 65
Sem associacao do alelo Al e IMC

Roth et al., 2013 | 423 criangas obesas Freqiiéncia (%) nas criancas: AlAl -
28 criangas com sobrepeso 2,4; AlA2 -29,3; A2A2 - 683 Al -17,
583 adultos magros A2 - 83
Pais: EUA Alelo Al ndo associado a IMC AlAl -

pior resposta a intervencao de estilo de vida
visando o emagrecimento.
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Ao separar as criangas em grupos, de acordo com a presenca do alelo Al (genotipo de
risco) ou auséncia do alelo Al (gendétipo NAO risco) foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas no peso, IMC da mae e TG, conforme mostrado na tabela 7. Ja a
avaliacdo de cada gendtipo separadamente mostrou diferengas significativas no Z-IMC, IMC do
paie TG (Tabela 8)

Embora os valores de TG tenham sido menores no grupo portador do alelo Al, esta
diferenca ndo foi clinicamente relevante, ja que todos os grupos apresentaram o TG na faixa de
normalidade, mas houve uma diferenga estatistica entre os grupos. O TG se mostrou 20% mais
baixo no grupo de “Genétipo de Risco” quando comparado com o grupo “Gendtipo NAO risco”;
e foi 10% mais baixo nos individuos com gendtipo A1Al com o grupo A2A2. Miyashita e
colaboradores (2013) realizaram uma meta-analise avaliando o efeito do exercicio fisico nos
niveis de TG, encontrando quedas significativas do mesmo apos pratica de exercicio fisico ainda
que por pouco tempo e intermitente. A queda nos niveis de TG variou de 10% para a pratica de 5
minutos de exercicio 6 vezes por dia, até 27% para pratica de 10 minutos 3 vezes por dia.
Postula-se que as criangas com a presenca do alelo Al possuam o TG menor, devido & maior
pratica de exercicio fisico. A presenca do alelo Al contribui para a DRS, da qual o TDAH faz
parte (Blum et al., 1996b), além disso, estudos avaliando o polimorfismo Taq IA do gene do
DRD2 e caracteristicas de personalidade utilizando o questiondrio Tridimensional de
Personalidade demonstram que o alelo A1l estd associado a certos tracos de comportamento, com
maiores indices de impulsividade, extravagancia, desorganizagdo (Lee et al., 2003; Noble et al.,
1998 e 2003; Wang et al., 2013), persisténcia (Lee et al., 2003; Noble et al., 1998 e 2003) e
atitude gregaria (Noble et al., 1998 e 2003; Wang et al., 2013). Estas caracteristicas
comportamentais podem levar a uma maior pratica de exercicio fisico pelas criancas portadoras

do alelo Al, e assim explicar os valores mais baixos de TG.
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Tabela 7 - Parametros clinicos e bioquimicos observados nos grupos Geno6tipo de risco (A1A1 +
A1A2) e Genotipo NAO risco (A2A2).

Genotipo de Risco Genétipo NAO risco Valor de p
AlAl + A1A2 A2A2

Variaveis Média DP Média DP

Idade ( meses) 119,6 29,85 118,3 31,24 0,823
Peso 48,86 21,66 40,01 19,64 0,03*
Altura 141,5 12,05 137,3 16,08 0,135
Z IMC 1,97 4,18 0,88 2,06 0,09*
IMC Mae 27,87 7,7 25,32 4,18 0,05%*
IMC Pai 29,91 7,33 28,57 4,64 0,273
Glicemia 85,29 6,78 85,47 6,69 0,891
Insulina 10,39 6,88 8,85 7,39 0,274
Homa IR 2,19 1,48 1,89 1,68 0,33
Homa B 182,19 121,49 145,51 103,96 0,098
CT 161,1 26,2 170,88 29,8 0,08
TG 73,62 29,12 91,91 44,71 0,013*
HDL 44 7,98 44,93 11,13 0,63
LDL 102,79 23,65 107,98 28,25 0,315

Total 48 (100) 57 (100)

Tabela 8 - Parametros clinicos e bioquimicos observados nos grupos genotipicos

Genotipo
AlAl ATA2 A2A2

Variaveis Média F Valor de p
Z IMC 1,948 1,977 0,88 3,470 0,035%*
IMC Mae 27,66 27,95 25,32 2,178 0,119
IMC Pai 33,29 28,65 28,58 3,385 0,038%*
Glicemia 84,92 85,43 85,47 0,036 0,965
Insulina 11,2 10,08 8,85 0,715 0,491
HOMA IR 2,346 2,14 1,89 0,553 0,577
HOMA B 201,96 174,85 145,51 1,659 0,195
CT 153 164,11 170,88 2,308 0,105
HDL 40,07 45,46 44,93 1,568 0,213
LDL 97,15 104,89 107,98 0,919 0,402
TG 82,84 70,2 91,91 3,471 0,035%*

N (%)
TOTAL 13 (100) 35 (100) 57 (100)

Foi realizada a distribuicdo alélica separando as criancas em grupos de acordo com os

valores de referéncia das varidveis metabolicas estudadas. Observou-se diferenca significativa na

distribuicao alélica das criangas com CT < 170 ou CT > 170 e nas criangas com HOMA B < 175
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ou> 175. A presenca do alelo Al confere risco relativo de 1,5121 para HOMA B3> 175 (Tabelas

9¢10).

Tabela 9 - Distribui¢do alélica dos pacientes com CT < 170 ou CT >170

Alelo CT <170 CT >170 Valor de p
N (%) N (%)
Al 16 (19,5) 45 (35,2)
0,0249*
A2 66 (80,5) 83 (64,8)
Total 82 (100) 128 (100)

Tabela 10- Distribuicdo alélica dos pacientes com HOMA < 175 ou HOMA (> 175

Alelo HOMA B <175 HOMA B3> 175 Risco  Valor de
N (%) N (%) Relativo p
Al 35 (24,6) 26 (38,2)
1,5121  0,0367*
A2 107 (75,4) 42 (61,8)
Total 142 (100) 68 (100)

Com relacdo as alteracdes no lipidograma, encontramos associacdo do alelo A1 com um
risco relativo de 0,6 para €T 170 mg/dl, sendo este um resultado ainda ndo descrito na
literatura. A elevag@o do colesterol ¢ explicada pelo proprio comportamento alimentar atribuido
aos portadores do alelo Al, como forma de compensar a RDS.

As criancas foram avaliadas de acordo com os valores do HOMA B, sendo entdo
subdivididas em 4 grupos conforme o grau de secre¢do das células B pancreaticas e Z-IMC. Os
subgrupos sdao: Obeso com HOMA B normal (0BN), Obeso com HOMA B alterddp (08
Eutrofico com HOMA B normal (EBN) e Eutréfico com HOMA B alterado (E1).

Dentre as criangas obesas 26 (47,3%) tem HOMA B normal e 29 (52,7%) tem HOMA 83
alterado. Dentre as criangas eutréficas, 45 (90%) tem o indice normal e 5 (10%) tem o indice
alterado. A distribui¢do genotipica e alélica dos subgrupos ¢ mostrada nas Tabelas 11, 12, 13 e

14. Observa-se que os subgrupos com secre¢cao normal de célula § (OBN e EBN) tem distribuicao
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genotipica e alélica estatisticamente diferente, com menor presenca dos genotipos A1Al e A1A2

e maior do alelo A2.

Tabela 11 -Distribui¢do Genotipica dos subgrupos Obeso com funcao de célula B normal (OBN)
e Obeso com comprometimento de funcao de célula B (OB1)

OBESO
HOMA B <175 HOMA B >175
(OBN) (OB7)
Genotipo N (%) Qui 2 Valor de p N (%) Qui 2 Valor de p
Al Al 2(7,7) 6 (20,7)
Al A2 11 (42,3) 11 (37,9)
A2 A2 13 (50) 7,923 0,019* 12 (41,4) 2,138 0,343
Total 26 (100) 29 (100)
subgrupo
TOTAL 55 (100)

Tabela 12 - Distribuicdo Genotipica dos subgrupos Eutréfico com fungio de célula B normal
(EBN) e eutr6fico com comprometimento de funcdo de célula 8 (EBT)

Grupo de Eutroficos

HOMA B <175 HOMA B> 175
(EBN) (EBY)
Genotipo N (%) Qui 2 Valor de p N (%) Qui 2 Valor de p
Al Al 4 (8,9) 1 (20)
Al A2 12 (26,7) 1 (20)
A2 A2 29 (64,4) 21,733 <0,0001* 3 (60) 1,6 0,449
Total 45 (100) 5 (100)
subgrupo
TOTAL 50 (100)

Tabela 13 - Distribuicdo Alélica dos subgrupos Obeso com funcao de célula B normal (OBN) e
Obeso com comprometimento de fun¢do de célula 3 (O671)

Grupo de Obesos
HOMA 3 <175 HOMA 3> 175
(OBN) (OB1)
Alelo N (%) Qui 2 Valor de p N (%) Qui 2 Valor de p
Al 15 (28,8) 23 (39,7)
A2 37(71,2) 8,481 0,0036* 35 (60,3) 2,09 0,1486

TOTAL 52 (100) 58 (100)
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Tabela 14 - Distribuicdo Alélica dos subgrupos Eutrofico com fungdo de célula § normal (EBN)
e eutréfico com comprometimento de funcao de célula 8 (EBT)

Grupo de Eutréficos

HOMA <175 HOMA 3> 175
(EBN) (EBY)
Alelo N (%) Qui 2 Valor de p N (%) Qui 2 Valor de p
Al 20 (22,2) 3 (30)
A2 70 (77,8) 26,678 <0,0001* 7 (70) 0,9 0,343
TOTAL 90 (100) 10 (100)

Foi realizada uma comparacdo da distribuicdo alélica entre os 4 subgrupos, sendo
estatisticamente diferente o grupos QBe EBN. As criangas obesas com HOMA B  alterado

possuem presenca maior do alelo Al (Tabela 15).

Tabela 15 - Comparagdo da distribuicdo alélica dos subgrupos OB e EBN

OB EBN
Alelo N (%) N (%) X2 Valor de p
Al 23 (39,7) 20 (22,2)
A2 35 (60,3) 70 (77,8) 4,389 0,0362*
Total 58 (100) 90 (100)

Nosso estudo demonstrou que ha associacdo de alteragdo da funcdo de célula beta
pancreatica com o alelo Al, que confere um risco relativo de 1,5 para HOMA B 175. Estudos
clinicos em pacientes diabéticos (Pijl et al., 2000) e estudos em animais (Weenes et al., 2010)
demonstram a melhora do controle glicémico com o uso de bromocriptina, um agonista
dopaminérgico que atua via receptores DRD2. Em 2005, Rubi e colaboradores demonstraram
pela primeira vez que receptores DRD2 sdo expressos na célula beta pancredtica e modulam a
secrecdo de insulina. Estudo realizado em ratos “knockout” para o gene DRD2 revelou que os
receptores DRD2 tém papel crucial na secre¢do de insulina e na homeostase glicémica; os ratos
com auséncia do receptor DRD2 apresentavam falha na resposta insulinica frente a uma

sobrecarga de glicose, glicemia de jejum mais elevada, intolerancia a glicose e redu¢do da massa
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de células beta. Tais resultados evidenciam que o DRD2 ¢ importante para a proliferacdo de
células beta e para a secrecdo de insulina, podendo ser considerado como um fator de
crescimento, fundamental para o controle da homeostase glicémica (Garcia-Tornadu et al.,
2010).

Pela primeira vez, o alelo Al do gene do DRD2 ¢ associado a alteragdo da homeostase
glicémica. Ja esta demonstrado que este alelo leva a reducdo do niimero de receptores cerebrais e
supde-se que deva também reduzir o nimero de receptores na célula beta, explicando tais
achados clinicos. J4 a presenca do alelo A2 associa-se com o HOMA B normal, tanto em
eutroficos, como nos pacientes obesos, demonstrando um efeito protetor da secrecdo pancreatica

desse alelo.

7 - CONCLUSOES

Em relagdo ao polimorfismo G308A do gene TNF-0, ndo encontramos associagdo com
obesidade infantil, IMC dos pais ou qualquer pardmetro bioquimico.

Em relagdo ao polimorfismo TaqlA C32806T do gene DRD2 verificamos diversos resultados
com significancia estatistica.

Verificamos que o alelo Al (T) estd associado a: maior peso e Z-IMC das criangas,
conferindo risco relativo de 1,3 para a presenca de obesidade infantil; além de se associar
também a maiores IMC tanto da mae como do pai. Com relagdo ao lipidograma, o alelo Al
associa-se valores menores de TG e freqiiéncia maior de CT > 170.

Com relagdo ao metabolismo dos carboidratos, nosso estudo encontrou um resultado inédito
na literatura: o alelo A1l foi associado a HOMA 3 > 175, conferindo risco relativo de 1,5. O alelo
A2 associou-se a normalidade do HOMA B tanto em obesos como em eutréficos, implicando

este alelo como um fator protetor da secre¢do pancredtica.
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8 - PERSPECTIVAS

Apesar da contribuicdo de fatores genéticos no desenvolvimento do ganho de peso ser
amplamente reconhecida, a real contribui¢do quantitativa dos mesmos em fenétipos relacionados
¢ ainda uma questdao complexa que precisa ser esclarecida.

A disseccdo da intricada arquitetura genética da obesidade aumentara a nossa
compreensdo da regulacdo do balango energético em seres humanos, e conseqiientemente,
proporcionara novos caminhos para o tratamento e prevencao deste grave problema de saude.

O reconhecimento de individuos predispostos através da determinagdo de polimorfismos
de risco podera orientar novos caminhos para o tratamento e prevencdo da obesidade infantil.
Vislumbra-se que no futuro as criangas sofrerdo intervencdes de prevencdo e tratamento a partir
de seus genomas.

Estudos recentes (Chen et al., 2011; Miller et al., 2010 e 2012) sustentam a idéia de um
novo tratamento com finalidade de ativar a dopamina no circuito de recompensa cerebral,
conhecido como “terapia neuroadaptativa com aminoicido” - NAAT (do inglés -
Neuroadaptagen Amino Acid Therapy). E realizado com uma medicagio natural, segura e eficaz,
composta por aminoacidos precursores de neurotransmissores e inibidores da encefalina-
catecolamina-metiltransferase (COMT), ja patenteada com o nome de SynaptaGenX ® . Os
resultados satisfatorios de 26 estudos clinicos realizados com pacientes alcoolatras ou usuarios
de drogas (Blum, 2012) sugerem que outros componentes da RDS, como a obesidade, podem ser
beneficiados coma utilizagdo desta nova terapia.

A presente proposta abre uma nova linha para a investigagdo da relacdo entre a obesidade
de inicio precoce, o polimorfismo Taq IA do DRD2 e a anormalidade de secre¢do da célula beta
pancreatica. Propde-se a realizacdo de estudo clinico com tratamento de reposigdo de

aminoacidos -NAAT -para as criancas obesas portadoras do alelo Al.
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9- APENDICES

APENDICE A - TCLE - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Informagdes

Convidamos a crianga NOME, NACIONALIDADE, IDADE, neste ato representado por NOME,
PARENTESCO, NACIONALIDADE, PROFISSAO, RESIDENCIA, RG, a participar da Pesquisa Estudo de
Associagdo Entre Polimorfismos Genéticos e Obesidade em Criangas, sob a responsabilidade da pesquisadora
Renata Machado Pinto , cujo OBJETIVO ¢ descobrir se existe maior risco de desenvolver obesidade na infancia
quando a pessoa possui alguns genes especificos.

A participac@o da crianga ¢ voluntaria e se dara por meio de realizagdo de consulta médica e fornecimento
de amostra de sangue para analise em laboratdrio da presenca ou auséncia dos genes estudados. Esta amostra sera
colhida no laboratério Nucleo (Matriz) em momento de coleta habitual de exames de sangue requeridos para seu
tratamento, sem puncdo venosa adicional. A METODOLOGIA da pesquisa ¢ fazer uma analise da presenca de
genes no sangue das criangas e comparar a presenga desses genes entre as criangas obesas e as magras ¢ verificar se
ha diferencas.

Os riscos decorrentes da participagdo da crianga na pesquisa sdo minimos, proprios de qualquer coleta de
sangue, que sdo dor no local e possivel aparecimento de marcas roxas (equimoses). Caso ocorra qualquer
intercorréncia devido a coleta de sangue, os pacientes serdo atendidos pela equipe médica que habitualmente esta
presente no Laboratério Nucleo e se a crianga apresentar uma crise nervosa com dificuldade respiratoria, aumento
da pressdo arterial, sudorese intensa, apds ter sido assistida no préprio laboratério a crianga serd encaminhada
imediatamente para o Servigo de Atendimento Médico (SAS/SESMT) da PUC Goias.

A FINALIDADE de aceitar participar desta pesquisa ¢ contribuir para um maior conhecimento dos mecanismos que
causam a obesidade, possibilitando conhecer quais individuos tem maior risco de desenvolver a obesidade e que por
isso necessitam de cuidados mais precoces e intensos.

Se depois de consentir com a participacao da crianga o Sr. (a) mudar de ideia, tem o direito ¢ a liberdade de
retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, antes ou depois da coleta dos dados, independente do
motivo e sem nenhum prejuizo a sua pessoa. Caso a crianga decida ndo participar do estudo, mesmo que o Senhor
(a) queira que ela participe, a vontade da crianga sera respeitada e ela ndo fara parte do estudo.

O (a) Sr (a) ndo terda nenhuma despesa e também ndo recebera nenhuma remuneragdo. Os gastos
necessarios para a participacao da crianga na pesquisa serdo assumidos pelos pesquisadores. Fica também garantida
indenizagdo em casos de danos comprovadamente decorrentes da participacdo na pesquisa, conforme decisdao
judicial (justica comum).

Os resultados da pesquisa serao analisados ¢ publicados, mas a identidade de eu filho ndo sera divulgada,
sendo guardada em sigilo. Ressalta-se que todos os dados que permitam a identificagdo pessoal serdo mantidos em
sigilo profissional e cientifico. Sendo-lhe garantido que todos os resultados aqui obtidos serdo utilizados somente
para estudo cientifico e ndo irdo prejudicar em algum tratamento que o participante ja esteja submetido (a).

As amostras Biologicas e as fichas de avaliagdes serdo armazenadas por 5 anos no Nucleo de Pesquisa
Replicon da PUC-Goias para eventuais corre¢do de eventuais erros no resultados da pesquisa ou re-testes das
amostras bioldgicas da mesma pesquisa se necessario

E assegurada a assisténcia habitual da crianca durante toda pesquisa. A dra. Renata Machado Pinto médica
enddcrino pediatra assistente da crianga continuara a dar todo o suporte clinico durante o periodo da pesquisa. Em
caso de qualquer intercorréncia a crianga sera atendida no consultorio da médica como ocorre habitualmente. E
garantido o livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o estudo e suas consequéncias,
enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante e depois da participacdo de seu (sua) filho (a).

Para qualquer outra informacdo, o (a) Sr (a) podera entrar em contato com a pesquisadora no endereco Rua 107 Qd
F 32 Lt 37 setor sul no Centro Médico Hospital da Crianga, pelo telefone (62) 3983 8015 ou 92637102.

Consentimento Pos—Informacéo

Eu, NOME, fui informado (a) sobre o que o pesquisador pretende fazer ¢ porque precisa da minha
colaboracgdo, e entendi a explicagdo. Por isso, eu concordo em autorizar a participacdo de meu (minha) filho (a) no
projeto, sabendo que nao vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento ¢ emitido em duas vias

que serdo ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada um de nds.

LOCAL, DATA.
Assinatura do participante

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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APENDICE B - FICHA CLINICA PACIENTES

PRONTUARIO PESQUISA ASSOCIACAO POLIMORFISMOS GENETICOS E OBESIDADE EM CRIANCAS

Dra. Renata Machado Pinto - CRM 9070

DADOS DO PACIENTE

Nome:
Sexo: Data nascimento:
Idade:

PRIMEIRO ATENDIMENTO:
ENTREVISTA COM PAIS/RESPONSAVEIS

Data: Informante:

Queixas:

Antecedentes morbidos pessoais

Habitos alimentares (quantidade / horarios):
Leite:

Carne:

Fruta:

Verdura:

Guloseimas:

Atividade fisica (tipo / horas/semana):

CONDICOES DE NASCIMENTO

PN: CN: PC: 1G:
Tipo de parto: Apgar:
G P A Prénatal:

HISTORIA FAMILIAR

Constituigdo
familiar:

Antecedentes morbidos (Diabetes mellitus, Hipertensao, Dislipidemia, Doenga cardiovascular e outros citados pela
familia) :




Altura mae: Peso Mae: IMC:
Altura pai: Peso Pai: IMC:
Menarca da mae: Gonadarca pai:

EXAME CLINICO DA CRIANCA

Peso : Peso ideal PA:

Altura: IMC: Z-IMC:

Ectoscopia:
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Otoscp:

ACV:

AR:

Abdome:

Membros:

SN:

Genitalia:

DIAGNOSTICOS:
Crescimento:
Desenvolvimento:
Alimentagao:
Imunizagdes:
Patologia:




