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Resumo

A obesidade comum, determinada por mecanismo de heranga multifatorial, é
atualmente um dos problemas mais importantes de saude publica no mundo. Estudos de
associagao entre polimorfismos em genes candidatos e a predisposi¢do a obesidade tém sido
realizados em diferentes populagbes a fim de tentar esclarecer as bases genéticas que
controlam o acumulo de gordura corporal. Esse trabalho teve por objetivo principal estudar a
associagdo dos polimorfismos LEP A19G, LEPR GIn223Arg, ADRB2 Arg16Gly, PPARG
Pro12Ala, PLIN 6209T>C, RETN -420C>G e INSIG2 rs7566605 a medidas antropométricas
relacionadas ao fenétipo de obesidade, tais como indice de Massa Corporal (IMC),
Circunferéncia da Cintura (Cc) e Razdo Cintura/Quadrii (RCQ) em populagdes afro-
descendentes de remanescentes de quilombos, localizadas no Vale do Ribeira-SP. Além disso,
procuramos identificar os principais fatores ambientais que influenciam o acumulo de gordura
corporal nessas populagbes. Nossa amostra constituiu-se de cerca de 790 individuos
genotipados em relagdo a esses sete polimorfismos dos quais foram coletadas medidas de
peso, altura, circunferéncias da cintura e do quadril, pregas cutaneas tricipital e subescapular e
informacgdes sobre o seu Grau de Atividade Fisica (GAF), tabagismo e consumo de alcool. Para
os estudos de associagdo, os individuos foram analisados de duas formas distintas: como
individuos independentes e agrupados em 53 genealogias. As metodologias de estudo caso-
controle, comparagao entre os valores das medianas entre individuos com diferentes gendétipos
e analises de regresséo linear e logistica foram empregadas quando estudamos os individuos
de forma independente. Testes de estratificagdo populacional, associagao total e associagao
dentro das familias, utilizando pares de irmaos, foram realizados por meio do pacote
computacional QTDT (Quantitative Transmission Disequilibrium Test). Nossos resultados
indicaram uma maior freqiéncia de individuos com sobrepeso (IMC>25 Kg/mz) e obesos
(IMC=30 Kg/mz) entre as mulheres (52% e 17,5%, respectivamente) do que entre os homens
(17,5% e 2,75%, respectivamente), devido provavelmente a diferenca em relacdo ao GAF, que
€ maior no grupo dos homens. Apesar de o GAF estar relacionado as diferengas observadas
entre homens e mulheres em relagdo ao IMC, ele ndo explica as diferengas encontradas em
relagéo ao IMC, Cc e RCQ entre individuos do mesmo sexo. Andlises de regressao indicaram
que os parametros ndo-genéticos que parecem melhor explicar as variagbes do IMC sao o
sexo e o tabagismo; da Cc séo o sexo, a idade e o tabagismo e da RCQ, a idade e o sexo.
Andlises de regressao logistica indicaram que entre as mulheres, o0 aumento do risco de
apresentar fenotipos de sobrepeso, medidos por meio do IMC, Cc e RCQ, esta relacionado ao
fato de ndo fumar, consumir bebida alcodlica e ter maior idade.

As analises de associagdo indicaram que nessas populagdes o alelo GIn do
polimorfismo LEPR GIn23Arg esta associado a valores maiores de IMC nas mulheres e RCQ
nos homens, conforme apontaram as analises caso-controle, de comparagéo entre medianas e

regressoes linear e logistica. O alelo Arg do polimorfismo ADRB2 Arg16Gly esta associado a



valores maiores de Cc e RCQ apenas entre os homens, conforme indicaram as analises de
comparagao entre as medianas e regressao linear. O alelo Ala do polimorfismo PPARG
Pro12Ala esta associado a valores maiores de IMC, Cc e RCQ nas mulheres, conforme
apontaram as analises caso-controle, de comparag¢do entre medianas e regressao linear. O
alelo A do polimorfismo PLIN 6209T>C esta associado a valores maiores de IMC e Cc entre as
mulheres e a valores maiores de IMC, Cc e RCQ entre os homens, conforme indicaram os
resultados obtidos com a analise de comparacao entre medianas, regresséo linear e regressao
logistica. Apenas entre as mulheres o alelo G do polimorfismo RETN -420C>G mostrou-se
associado a valores mais altos de IMC e Cc de acordo com os resultados obtidos com a
comparagao entre medianas e com a regressado logistica. Os resultados obtidos com as
analises caso-controle e de comparagao entre medianas indicaram que o alelo C do
polimorfismo INSIG2 rs7566605 esta associado a valores maiores de Cc nas mulheres e IMC
nos homens. O Unico resultado positivo de associagao detectado por meio da analise de pares
de irmaos refere-se ao polimorfismo LEP A19G e o IMC, sendo o alelo G o que esta associado
aos valores maiores em ambos os sexos. Em resumo, nossos resultados sugerem a
participagéo dos genotipos nos genes LEP, LEPR, ADRB2, PPARG, PLIN, RETN e INSIG2 na
predisposicdo a obesidade nas populagbes de remanescentes de quilombos do Vale do
Ribeira.



Abstract

Obesity, which is determined by multifactorial inheritance, is currently one of the most
important issues concerning public health all over the world. Studies on the association of
polymorphisms in genes with a possible role in the susceptibility to obesity have been
conducted in different populations in the world, in order to elucidate the genetic basis that
control the accumulation of body fat. This work had as the main goal to study the association of
the polymorphisms LEP A19G, LEPR GIn223Arg, ADRB2 Arg16Gly, PPARG Pro12Ala, PLIN
6209T>C, RETN -420C>G and INSIG2 rs7566605 to the anthropometrical measurements
related to the phenotype of obesity, such as Body Mass Index (BMI), Waist Circumference (WC)
and Waist to Hip Ratio (WHR) in african-derived populations from remnants of quilombos,
located in Ribeira Valley, in State of Sao Paulo, Brazil. Furthermore, we sought to identify the
main environmental factors that influenced the accumulation of body fat in these populations.
Our sample comprises about 790 individuals genotyped in relation to these seven
polymorphisms, from which measurements of weight, height, hip and waist circumferences,
tricipital and subscapular skinfolds, and information about the Physical Activity Level (PAL),
alcohol and tobacco consumption were obtained. For the association studies, the individuals
were analyzed in two distinct ways: as independent individuals or grouped in 53 genealogies.
The methodologies of case-control study, comparison between the medians among individuals
with different genotypes, linear and logistic regression analysis were applied when we studied
the individuals in the independent approach. Tests of population stratification, total association
and association within the families, using pairs of siblings, were conducted by the computational
pack QTDT (Quantitative Transmission Disequilibrium Test). Our results indicated a higher
incidence of overweighed (BMI>25 Kg/m?) and obese individuals (BMI>30 Kg/m?) among
women (52% and 17,5%, respectively) than among men (17,5% and 2,75%, respectively),
probably due to the difference in the PAL, which is higher among men. Although the PAL is
related to the differences in BMI observed between men and women, it does not explain the
differences in relation to the BMI, WC and WHR found among individuals of the same sex.
Regression analyses indicated that the non-genetic parameters that better explain the variations
of BMI are sex and tobacco consumption; for WC are sex, age and tobacco consumption and
for the WHR are age and sex. Logistic regression analyses indicated that among women, the
increase in risk of presenting overweight, measured by the BMI, WC and WHR is related to not
smoking (BMI, WC), consuming alcohol (BMI) and being elder (WC, WHR). The association
analyses indicated that in these populations, the allele GIn of the polymorphism LEPR GIn23Arg
is associated to higher values of BMI in women and WHR in men, as the case-control, median
comparisons and linear regressions analyses indicated. The allele Ala of the polymorphism
PPARG Pro12Ala is associated to higher values of BMI and WC among women and higher
values of BMI, WC and WHR among men, according to the results obtained with the median

comparison, and linear and logistic regressions analyses. Only among women, the allele G of



the polymorphism RETN -420C>G was associated to higher BMI and WC values, as from the
analysis of comparison of medians, and logistic regression indicated. The results obtained with
the case-control analyses and median comparisons, suggested that the allele C of the
polymorphism INSIG2 rs7566605 is associated to higher values of WC in women and BMI in
men. The only positive result of association detected by the analysis of pairs of siblings is
related to the polymorphism LEP A19G and the BMI. The allele G is associated to higher values
of BMI in both sexes. As a summary, our results indicate the participation of the genotypes in
genes LEP, LEPR, ADRB2, PPARG, PLIN, RETN and INSIG2 in the susceptibility to obesity in

african-derived populations from quilombos in Ribeira River Valley.
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l.1. Definicdo de obesidade

Segundo Spiegelman e Flier (2001) a obesidade pode ser definida como o estado de
aumento do peso corporal, mais especificamente do tecido adiposo, de magnitude suficiente
para produzir consequéncias adversas a saude. A obesidade ocorre devido a uma disfungéo
cronica do balango energético do organismo. Ela é o resultado do desequilibrio constante entre
o consumo alimentar e o gasto energético, o que acaba, em ultima instancia, ocasionando uma
condigéo fisiolégica em que ha o depésito excessivo de gordura corporal.

O calculo do indice de Massa Corpérea (IMC) é o método mais utilizado para avaliar a
obesidade em humanos. Esse indice € uma medida relativa do peso do individuo, em
kilogramas, ajustado para sua altura, em metros (IMC= peso Kg/altura m2). A classificagdo do
IMC dos individuos adultos, proposta oficialmente pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS),
€ util para a identificagao de individuos que possuem risco de morbidade e mortalidade devido
a obesidade. Segundo essa classificagéo, os individuos com IMC<18,5 sdo considerados com
subpeso. Os individuos com 18,5<IMC<25 sdo considerados como apresentando peso normal.
Os individuos com 25<IMC<30 sao aqueles com sobrepeso. Sdo considerados obesos aqueles
que possuem IMC=30. Esses sao subdivididos em obesos de classe | (30<IMC<35), de classe
Il (35<IMC<40) e obesos de classe Il (IMC=40,0), sendo que essa subdivisdo esta relacionada
ao risco de desenvolvimento de doengas associadas.

A obesidade nao é apenas um problema de ordem estética, social ou psicoldgica. Ela
esta fortemente associada a diversas outras doengas, chamadas de co-morbidades, tais como
diabetes, hipertensao, dislipidemias, doengas coronarias, afeccbes pulmonares, osteoartrites,
entre outras (Lean e col., 1998; Kopelman, 2000). Essas co-morbidades contribuem para
aumentar a taxa de mortalidade causada pela obesidade. De fato, numerosos estudos apontam
que essa taxa aumenta em fungdo do aumento do peso corporal (Manson, 1995; Calle e col.,
1999).

.2. A obesidade como um problema de sauide publica

Nos ultimos anos, a obesidade se tornou um dos mais sérios problemas de saude
publica no mundo. O aumento da prevaléncia da obesidade ao redor do mundo levou a OMS a
classifica-la como uma epidemia global (World Health Organization, 1998). Hoje a obesidade &
considerada uma doenga crbnica tanto pelo sofrimento que causa nos individuos afetados
como pelo alto custo que traz aos sistemas de saude publica e as sociedades como um todo
(Ravussin & Bouchard, 2000). Segundo dados da OMS (http://www.who.int), estima-se que
existam cerca de 1 bilhdo de adultos com sobrepeso e obesidade (IMCZZSKg/mz) no mundo e
destes, cerca de 300 milhdes sdo considerados clinicamente obesos (IMZBOKg/mZ). Acredita-se
que atualmente a sua prevaléncia ja ultrapassa a das doengas infecciosas e a da subnutri¢gdo o

que, conseqientemente, torna a obesidade um dos fatores que mais contribui para o conjunto



de doengas ao redor do mundo. A maior causa dessa crescente epidemia parece ser a
mudancga ambiental (ou no estilo de vida) pelas quais as sociedades ocidentais vém passando.
A crescente urbanizagdo, o rapido avango tecnolégico e a disponibilidade de alimentos
extremante caldricos promovem uma ingestdo excessiva de calorias e pouca atividade fisica.

Os individuos obesos e com sobrepeso correspondem a uma porcentagem significativa
das populagdes de diversos paises, sejam eles paises de primeiro mundo, paises em
desenvolvimento ou paises subdesenvolvidos. A Figura 1 foi construida a partir dos dados da
OMS (http://www.who.int). Ela apresenta, em relagdo ao ano de 2005, uma estimativa da
prevaléncia de individuos com sobrepeso e obesos (IMC igual ou maior que 25 Kg/m?) e de
individuos obesos (com IMC igual ou maior que 30 Kg/mz) em diversos paises com distintos
graus de desenvolvimento, etnias e culturas.

Nota-se que em alguns paises, tais como EUA e Argentina, mais de 30% da populagéo
€ obesa. Paises africanos tém baixa prevaléncia de obesidade, como & esperado devido a
pobreza que assola grande parte dessa regido. Paises asiaticos tais como a China e o Japao
também tém baixa prevaléncia de obesidade provavelmente devido a fatores culturais e ao tipo
de alimentagéo. O Brasil encontra-se entre os paises onde a prevaléncia da obesidade assume
valores intermediarios, embora mais de 15% das mulheres brasileiras estejam obesas. E
interessante observar que nos paises pobres, como os da Africa, a Indonésia e o Paquistéo,
praticamente nao existe obesidade entre os homens. Apenas as mulheres apresentam essa
condicdo. Em relagédo a prevaléncia do sobrepeso somado a obesidade, ou seja, individuos
com IMC > 25 Kg/m? é assustador o numero de individuos nessa condigdo em paises como
EUA, Argentina, México e Arabia, por exemplo, nos quais os individuos com IMC > 25 Kg/m2
representam entre 60 e 70% da populagao.

O Brasil, por ser um pais heterogéneo culturalmente e com distribuicdo de renda
extremamente desigual, possui regides em que a desnutricdo ainda € um sério problema de
saude publica. Porém, em outras regides mais ricas, a prevaléncia da obesidade atinge niveis
preocupantes. Os dados apresentados nas Figuras 2, 3, 4 e 5 foram retirados do ultimo
levantamento realizado pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) nos anos de
2002 e 2003 (Pesquisa de Orgamentos Familiares 2002-2003 — Analise da Disponibilidade
Domiciliar de Alimentos e do Estado Nutricional do Brasil).

Na Figura 2 encontram-se as prevaléncias do déficit de peso (IMC<18 Kg/mz), do
sobrepeso somado a obesidade (IMC>25 Kg/mz) e da obesidade (IMC>30 Kg/mz) na populagcao
brasileira adulta masculina e feminina, levando-se em consideragéo todas as regides do pais e
todas as classes de rendimentos. Cerca de 40% dos individuos adultos do pais apresentam
sobrepeso e obesidade, ou seja, IMC igual ou maior do que 25 Kg/mz, nao havendo diferenca
substancial entre homens e mulheres. Na idade adulta, portanto, a freqiéncia de individuos
que possuem sobrepeso e obesidade supera a freqliéncia de individuos que possuem déficit
de peso em oito vezes, no caso da populagdo feminina, e em quinze vezes, no caso da

populagédo masculina. Ja a obesidade afeta 8,9% dos homens e 13,1% das mulheres do pais.
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Figura 1: Estimativa da prevaléncia do IMC igual ou acima de 25Kg/m2 e igual ou acima de 30
Kg/m®> em paises de diferentes regides do mundo no ano de 2005. Fonte: WHO
(http\\:www.who.int).
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Figura 2: Prevaléncia de déficit de peso (IMC<18Kg/m2), peso normal
(18Kg/m*<IMC<25Kg/m?), sobrepeso + obesidade (IMC>25Kg/m?) e obesidade
(IMCz3OKg/m2) na populagéo brasileira adulta masculina e feminina. Fonte: Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE. (Pesquisa de Orgamentos Familiares 2002-
2003 — Analise da Disponibilidade Domiciliar de Alimentos e do Estado Nutricional do
Brasil).

A Figura 3 apresenta os dados de prevaléncia de déficit de peso, de sobrepeso
somado a obesidade e de obesidade na populagdo adulta brasileira masculina e feminina
segundo classes de rendimento familiar per capita, que variam de até Y4 de salario minimo até
mais de cinco salarios minimos mensais. Nota-se que existem diferengas importantes entre
homens e mulheres quanto a relagdo entre renda e prevaléncia tanto de sobrepeso +
obesidade quanto de obesidade. Entre os homens, a prevaléncia dessas duas condigbes
aumenta de modo uniforme e intenso com a renda, enquanto que entre mulheres a relagao
com a renda é menos clara, de modo que as maiores prevaléncias sdo encontradas nas
classes intermedidrias de renda.

A Figura 4 descreve a evolugado do perfil antropométrico-nutricional das populagbes
adultas brasileiras masculina e feminina. Foram computados os dados de trés pesquisas
realizadas pelo IBGE nos anos de 1974-1975, 1989 e mais recentemente em 2002-2003. O
padréo da evolugdo da prevaléncia do déficit de peso é de declinio ao longo das pesquisas,
tanto para homens quanto para mulheres. O declinio se mostra particularmente intenso entre
as décadas de 1970 e 1980 quando a prevaléncia do déficit de peso, nos dois sexos, &
reduzida em quase 50%. As prevaléncias do sobrepeso somado a obesidade aumentam
intensamente na populagdo masculina, pois mais do que duplicam entre a primeira e a terceira
pesquisa, enquanto a prevaléncia de obesidade mais que triplica em relagdo a primeira
pesquisa. A evolugdo da prevaléncia do sobrepeso + obesidade e da obesidade entre as
mulheres é distinta nos dois periodos demarcados pelas trés pesquisas: aumentos de cerca de
50% entre 1974-1975 e 1989 e relativa estabilidade entre 1989 e 2002-2003.
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Figura 3: Prevaléncia do déficit de peso, sobrepeso + obesidade e obesidade na
populagdo adulta brasileira em cada sexo e em cada classe de rendimento
familiar per capita, variando de até de %2 a mais de 5 salarios minimos mensais.
Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica - IBGE. (Pesquisa de
Orcamentos Familiares 2002-2003 — Analise da Disponibilidade Domiciliar de
Alimentos e do Estado Nutricional do Brasil).
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Figura 4: Evolugdo da prevaléncia do déficit de peso (DP), sobrepeso e obesidade
(SP+0) e obesidade (O) na populacdo adulta brasileira em cada sexo. [ estudo
realizado nos anos de 1974 e 1975; [ estudo realizado no ano de 1989; M estudo
realizado nos anos de 2002 e 2003. Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica-IBGE. (Pesquisa de Orgamentos Familiares 2002-2003 — Andlise da
Disponibilidade Domiciliar de Alimentos e do Estado Nutricional do Brasil).

A Figura 5 apresenta a evolugdo do perfil antropométrico-nutricional das populagdes
adultas masculina e feminina nas cinco grandes regides brasileiras. Em linhas gerais, repete-se
em cada regiao o padrao de evolugao observado para o pais, ficando a excegéo por conta da
evolugao da prevaléncia do sobrepeso somado a obesidade e da obesidade em mulheres no
periodo de 1989 a 2002-2003. Neste caso, observa-se aumento do sobrepeso + obesidade e
da obesidade apenas na Regido Nordeste. Nas demais regides ha estabilidade ou mesmo
declinio na prevaléncia dessas condi¢des. Nota-se, ainda, que, em meados da década de 70, o
problema da desnutricgdo na populagdo feminina tinha maior importancia nas Regides Norte,
Nordeste e Centro-Oeste (prevaléncias entre 11% e 14% - exposicdo moderada a desnutri¢do),

enquanto a obesidade masculina era rara em todo o pais (prevaléncias entre 1% e 4%).

1.3. Fisiologia da requlacdo do peso corporal

Ao conjunto de processos bioldgicos responsaveis pela regulacdo da quantidade de
energia consumida, gasta e armazenada no organismo é da-se o nome de homeostase
energética. Dentro desse sistema existe um mecanismo pelo qual o grau de acumulo de
gordura é comunicado ao cérebro, que por sua vez, funciona como um arbitro das respostas
adaptativas responsaveis pelas mudangas no conteudo de gordura corporal. Com base nesse
“‘modelo lipoestatico” Kennedy (1953) propds, hd 50 anos, a hipotese de que essa
comunicagao seria realizada por fatores (sinais) que circulariam em proporgdo ao montante de

gordura corporal acumulada e agiriam no cérebro para reduzir ou aumentar o consumo de
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alimentos. Em uma série elegante de experimentos realizados ha mais de 30 anos, Coleman e
Hummel (1969) encontraram evidéncias experimentais da existéncia de tais sinais humorais
que controlariam a gordura armazenada. Porém, a identidade desses sinais ainda ndo é
totalmente conhecida. Algumas moléculas tém mostrado claramente que podem ser

enquadradas nesse perfil: a insulina, a leptina, o peptideo YY3.36 € a grelina.
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Figura 5: Evolugédo da prevaléncia do déficit de peso (DP), sobrepeso e obesidade (SP+O) e
obesidade (O) na populacdo adulta brasileira em cada sexo e em cada regido do pais.
[] estudo realizado nos anos de 1974 e 1975; [ estudo realizado no ano de 1989; M estudo
realizado nos anos de 2002 e 2003. Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica-IBGE.
(Pesquisa de Orgamentos Familiares 2002-2003 — Analise da Disponibilidade Domiciliar de
Alimentos e do Estado Nutricional do Brasil).

12




A descoberta da leptina foi um evento notavel nas pesquisas sobre o peso corporal
(Zhang e col., 1994). Esse horménio produzido pelos adipdcitos circula em proporgao ao
conteudo de gordura corporal (Considine e col., 1996), atravessa a barreira sangue-cérebro
(Schwartz e col., 1996) e interage com receptores presentes nos neurdnios que influenciam o
balango energético. A atuagdo desses neurdnios reduz o armazenamento de gordura por
diminuir o consumo de comida e aumentar a termogénese (Schwartz e col.,, 2000).
Camundongos (Friedman & Halaas, 1998) e seres humanos com muta¢des no gene que
codifica a leptina (Montague e col., 1997) ou no gene que codifica seu receptor (Clement e col.,
1998) sofrem de uma incontrolavel hiperfagia e obesidade, demonstrando o papel
indispensavel da sinalizagao promovida pela leptina na manutencéo do peso corporal.

Com a descoberta da leptina, veio a esperanca de que a obesidade pudesse ser
causada pela deficiéncia de leptina e que poderia ser revertida pela sua reposicao.
Infelizmente, ficou claro que a grande maioria dos individuos obesos apresenta niveis de
leptina circulante relativamente mais altos que o esperado para a quantidade de gordura
corporal armazenada que possuem (Considine e col., 1996). Porém, esses niveis ndo séo
capazes de reduzir o consumo de alimentos de forma equivalente a que reduziriam em
individuos magros. Assim, a obesidade comum parece ser uma condicdo de resisténcia aos
efeitos da leptina. Devido as mutagdes no gene do receptor da leptina (LEPR) serem
excessivamente raras (Clement e col., 1998), atualmente da-se atengcdo também para a
identificagdo dos eventos moleculares que ocorrem apos a ligagcao da leptina a seus receptores
localizados nos neurdnios-alvo do hipotalamo.

O balango energético do organismo, ou seja, o quanto é consumido de energia e o
quanto é gasto, é regulado por um sistema fisiolégico complexo que compreende a integragéo
de diversos sinais periféricos e a sua coordenagao central no cérebro. O hipotalamo funciona
como um regulador central nesse sistema. Ele recebe informagdes a respeito do balango
energético através de sinais neuronais e hormonais que partem de diferentes regides (nucleos)
dentro do préprio hipotadlamo - particularmente os nucleos ventro-medial, paraventricular e
arqueado, e da area hipotalamica lateral (Xu e col., 2003). O nucleo arqueado tem um papel
fundamental nesse sistema; ele contém dois grupos de neurbnios: um grupo produz proteina
relacionada a agoutina (AGRP) e neuropeptideo Y (NPY) e o outro grupo produz pro-
opiomelanocortina (POMC) e o transcrito relacionado a cocaina e anfetamina (CART). Os
neurénios do primeiro tipo sdo orexigénicos, promovendo a aquisicdo de alimento e reduzindo
o gasto de energia. Os neurdnios do segundo tipo produzem um efeito anoréxico oposto (Barsh
& Schwartz, 2002).

Sinais enddécrinos periféricos podem participar da regulagdo desse sistema a longo
prazo e a curto prazo. A insulina exerce um papel importante no sistema nervoso central,
sinalizando a longo prazo qual é o montante de gordura corporal armazenada. Por meio da
estimulacdo dos neurdnios POMC/CART e inibicdo dos neurénios NPY/AGRP, a insulina

exerce um efeito anoréxico (Air e col., 2002).
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Outros peptideos, além da leptina e insulina, sdo responsaveis pela regulagdo do
apetite, o que acontece a curto prazo. Um deles, o peptideo orexigénico grelina, é secretado
primariamente pelo estdbmago e duodeno. Seus niveis séricos aumentam antes das refeicoes,
diminuindo logo apés o individuo se alimentar (Kohno e col., 2003). Um outro mediador, o
peptideo YY;35 (PYY3.35), € secretado na porgédo distal do trato gastrointestinal, devido a
estimulacdo provocada pela ingestdo de alimentos. Sua concentragdo sérica atinge niveis
maximos em aproximadamente uma hora apds a refeicdo. O peptideo YY;36 liga-se aos
receptores pré-sinapticos Y2, localizados nos neurénios NPY/AGRP, que tem, por sua vez,
efeito inibitdrio, levando ao decréscimo do consumo de alimentos. A saciedade é controlada
pela resposta a outros fatores, como a distensédo do tubo digestivo e a liberacdo do peptideo
colecistoquinina (CCK) (Spiegelman & Flier, 2001). A Figura 6, adaptada do trabalho de revisdo
de Bell e col. (2005), mostra de forma esquematica como acontece a regulagdo do balango
energético no hipotalamo.

O estudo dessa cadeia fisiologica tem evidenciado quais os possiveis genes
candidatos que dao base ao estudo da genética da obesidade. Os estudos genéticos tém
contribuido significativamente para a compreenséo da fisiologia da regulagéo do peso corporal,
por meio de modelos animais e da investigagdo dos fatores genéticos relacionados as formas

raras e comuns de obesidade humana.

I.4. Classificacdo da obesidade sequndo a etiologia

A obesidade é uma doenca que resulta da interagdo de fatores ambientais
(superalimentacao e/ou redugéo da atividade fisica) e hereditarios. Essa conclusao foi obtida a
partir de numerosos estudos epidemiolégicos realizados em diferentes populagbes, tais como
estudos de gémeos que foram criados juntos ou separados, estudos com filhos adotivos,
estudos com familias nucleares, entre outros (Sorensen, 1995). A obesidade tem uma
expressao fenotipica heterogénea e os mecanismos moleculares envolvidos na sua origem
parecem ser muitos e diversos. Reconhece-se hoje a existéncia de fatores ambientais,
comportamentais e socioecondmicos que atuam em individuos com diferentes
susceptibilidades bioldgicas. Pode-se classificar a obesidade em trés tipos distintos segundo
sua etiologia: a obesidade sindrémica, a obesidade n&o-sindrdmica monogénica e a obesidade

ndo-sindromica multifatorial, ou obesidade comum.
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Figura 6: Regulagido fisiolégica do balango energético. Os neurbnios produtores de
neuropeptideo Y (NPY) e proteina relacionada a agouti (AGRP) e os neurbnios produtores de
pro-opiomelanocortina (POMC) e transcrito relacionado a cocaina e anfetamina (CART) no
nucleo arqueado do hipotdlamo exercem um papel chave na regulagédo do balango energético.
A ativagao dos neurdnios NPY/AGRP tem efeito orexigénico, promovendo a aquisicdo de mais
alimento, enquanto a ativagdo dos neurénios POMC/CART tem o efeito anorexigénico oposto,
promovendo o gasto energético. A POMC ¢ ativada através de modificagdo pés-traducional
dando origem ao horménio melandcito-estimulante (a-MSH, ndo mostrado). Essas duas
classes de neurbnios recebem sinais de varios horménios. A leptina, secretada pelo tecido
adiposo, circula em niveis proporcionais as reservas de gordura corporal e exerce seu efeito
através de seu receptor (LEPR), inibindo os neurdnios NPY/AGRP e estimulando os neurdnios
POMC/CART. O pancreas secreta a insulina, que exerce influéncia anorexigénica sobre nucleo
arqueado. A grelina, produzida pelo estbmago e duodeno, estimula os neurbnios NPY/AGRP
através de seus receptores secretagogos de horménio de crescimento (GHSRs). O peptideo
YY3_36 (PYY3_35) € secretado pelo trato gastrointestinal distal e sinaliza por meio dos receptores
Y2 (Y2Rs) um efeito inibitério sobre os neurdnios NPY/AGRP. Os neurbnios NPY/AGRP
também tém um efeito inibitdrio sobre os neurénios POMC/CART através da liberagdo do acido
y-aminobutirico (GABA), que pode ser estimulado pela ligagcdo da grelina aos receptores
GHSRs. Os sinais orexigénicos e anorexigénicos produzidos pelos neurdnios NPY/AGRP e
POMC/CART sé&o entdo levados até neurdnios efetores de segunda ordem, que também
recebem sinais modificadores da dopamina, serotonina e endocanabindides. Esses neurbnios
efetores expressam receptores que incluem o receptor Y1 (Y1R) e o receptor-4 de
melanocortina (MC4R). Esses diversos sinais atuam em conjunto para determinar o equilibrio
entre a aquisigao de alimento e o gasto energético. (Modificado de Bell e col., 2005).
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.4.1. Obesidade sindromica

Inimeras sindromes pleiotropicas incluem a obesidade em seu quadro clinico. Esse
tipo de obesidade é chamado de obesidade sindromica. Alguns exemplos notaveis de tais
sindromes sao Prader-Willi, Bardet-Biedl, Cohen, Alstrém e lipodistrofia congénita de
Beradinelli-Seip, embora muitas outras ja tenham sido descritas (Chung & Leibel, 2005). A
Tabela | lista as diferentes sindromes descritas até o0 momento com as quais a obesidade foi
associada.

As regibes cromossOmicas associadas a maioria delas foram mapeadas a fim de se
identificarem os genes e as mutagdes responsaveis por seus fendétipos. Posteriormente, isso
permitira a descoberta de novas vias relacionadas ao controle do peso corporal. Apesar de
muitos genes ja terem sido identificados, resta desvendar a ligagao fisiopatoldgica entre seu
produto protéico e o desenvolvimento da doenga, que é caracterizada por multiplos tragos
clinicos que por vezes se sobrepdem, tais como retardo mental, resisténcia a insulina, entre
outros (Stefan & col. 2004). A possibilidade de que esses genes possam contribuir, de um

modo menor, na determinagéo da obesidade comum (multifatorial) deve ser explorada.

.4.2. Obesidade ndo-sindromica monogénica

A obesidade do tipo monogénica se desenvolve devido a mutagbes em um Unico gene,
que sao responsaveis por promover acumulo excessivo de gordura corporal
independentemente de interagdes génicas ou fatores ambientais. Esse tipo de obesidade é
muito raro e os individuos afetados tém um fendtipo muito grave. Os sintomas, que se iniciam
na infancia, geralmente vém acompanhados de disfungdes comportamentais, de
desenvolvimento e enddcrinas (Farooqi & O’Rahilly, 2004). A Tabela Il apresenta um resumo
dos genes até o momento descritos como responsaveis por obesidade monogénica.

A maior parte das formas monogénicas esta relacionada a mutacdées nos genes
codificadores de proteinas da cadeia de sinalizagdo leptina-melanocortina - CRHR1 (receptor
do hormbnio liberador de corticotropina 1), LEPR (receptor da leptina), POMC (pro-
opiomelanocortina), PC-1 (pro-proteina subtilisina/kexina convertase tipo 1), SIM1 (homdlogo |
do gene mind de Drosdfila), CRHRZ2 (receptor do hormdnio liberador de corticotropina Il), LEP
(receptor da leptina), MC4R (receptor da melanocortina 4), MC3R (receptor da melanocortina
3), GPR24 (receptor acoplado a proteina G 24) (Perusse e col., 2005). Alteragdes na
sinalizacdo central da melanocortina induzida em murinos transgénicos também produzem
fendtipos de obesidade, tanto por meio de mutagdes em Agrp que ocasionam ganho de fungao,
como por meio de mutagdes em Ponc, Mc4r ou Mc3r, que ocasionam perda de fungao (Barsh e
col., 2000).
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Tabela I: Relagdo de sindromes genéticas humanas descritas até o momento em que a
obesidade faz parte do quadro clinico (Adaptado de Rankinen e col., 2006, onde todas as
referéncias estdo disponiveis).

Autossomicas recessivas

n® OMIN Nome da Sindrome Ic;:’:;l(i)zsas%érgica S:::idato
203800 Sindrome de Alstrom 2p13.1 ALMS1
209901 Sindrome de Bardet-BiedI 1 11913.1 BBS1
606151 Sindrome de Bardet-BiedI| 2 16913 BBS2
600151 Sindrome de Bardet-Biedl 3 3p13-p12 BBS3 (ARL6)
600374 Sindrome de Bardet-Biedl 4 15922.3-923 BBS4
603650 Sindrome de Bardet-Bied| 5 2q31 BBS5
604896 Sindrome de Bardet-Biedl 6 20p12.2 MKKS
607590 Sindrome de Bardet-Biedl 7 4q27 BBS7
608132 Sindrome de Bardet-BiedI 8 149321 BBS8
269700 Lipodistrofia congénita de Berardinelli-Seip 1 9q34.3 AGPAT2
606158 Lipodistrofia congénita de Berardinelli-Seip 2 11913 BSCL2
212065 Sindrome de deficiéncia da glicoproteina carboidrato tipo 1a  16p13.2 PMM2
216550 Sindrome de Cohen 8g22.2 COH1
601538 Deficiéncia combinada do horménio pituitario 5035.3 PROP1
227810 Sindrome de Fanconi-Bickel 3026.31 SLC2A2
139191 Deficiéncia isolada do horménio de crescimento 7p14 GHRHR
Trialélicas digénicas
n° OMIN Nome da Sindrome Ic;:):;l(i)zsas%érgica Gene candidato
138090 Deficiéncia de cortisona redutase 1pter-p36.13 H6PD
604931 Deficiéncia de cortisona redutase 1932-g41 HSD11B1
Digénica
n° OMIN Nome da Sindrome t?:;tz;%é;ica Gene candidato
600917 Resisténcia a insulina grave com obesidade 3p25 PPARG
7q931.1 PPP1R3A
Autossomicas dominantes
n° OMIN Nome da Sindrome t?:ritzsas%én(:ica Gene candidato
100800 Acondroplasia 4p16.3 FGFR3
103580 AHO (Pseudopseudohipoparatiroidismo) 20913.2-q13.3 GNAS
103581 AHO 2 15911-913 AHO2
600430 Sindrome de retardo mental com braquidactilia 2937.3 STK25
GPC1
GPR35
105830 Sindrome de Angelman com obesidade 15911-912 ANCR
605746 Anisomastia 16913-921 ANMA
0 e o o 174243 PrRIAR1A
oszas  ComDeKe e Care o e e e 2ot
604367 Lipodistrofia parcial familial de Dunnigan tipo 3 3p25 PPARG
151660 Lipodistrofia parcial familial tipo 3 (tipo Dunnigan) 1923.1 LMNA
147670 Sindromes de resisténcia a insulina 19p13.3-p13.2 INSR
139250 Deficiéncia isolada de GH 17922-924 GH1
131100 Neoplasia endécrina multipla tipo 1 com doenga de Cushing 11913 MEN1
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Tabela I: Continuagéo.

n® OMIN Nome da Sindrome (L:l?:glzi)zsi%ér:ica S:::idato
122000 Distrofia cérnea polimérfica posterior (cromossomo 1) 1p34.3-p32.3 COL8A2
605020 Distrofia cornea polimérfica posterior (cromossomo 20) 20p11.21 VSX1
176270 Sindrome de Prader-Willi 15911.2 PW
15911.2 MKRN3
15911.2 PWCR1
15912 SNRPN
15911.2 MAGEL2
15911.2 NDN
15911-q12 GABRG3
603128 Sindrome semelhante a Prader-Willi (cromossomo 6q) 6q16.3-921 SIM1
190160 Sindrome de resisténcia ao horménio tireoideano 3p24.1 THRB
181450 Sindrome de Ulnar-Mammary (Schinzel) 12q24.21 TBX3
194072 Sindrome de WAGR com obesidade 11p13 wT1
11p13 PAX6
Ligadas ao X
n° OMIN Nome da Sindrome I;r?:;lci)zsz%érgica Gene candidato
301900 Sindrome de Borjeson-Forssman-Lehmann Xqg26.3 PHF6
303110 Coroideremia com surdez e obesidade Xq21.2 CHM
Xqg21.1 DFN3
309550 E)ig(é;c;m"cliio cromossomo X fragil com fenétipo semelhante a Xq27.3 EMR1
300148 Sindrome MEHMO Xp22.13-p21.1 MEHMO
300218 Retardo mental sindrémico ligado ao X, tipo 7 Xp11.3-g22.1 MRXS7
300458 Retardo mental sindrémico ligado ao X, tipo 16 Xq28 MECP2
300238 Retardo mental sindrémico ligado ao X, tipo 11 Xq26-q27 MRXS11
176270 Sindrome semelhante a Prader-Willi ligada ao X Xq23-925 PWLSX
312870 Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel 1 Xq26.2 GPC3
Xq26.1 GPC4
300209 Sindrome de Simpson-Golabi-Behmel 2 Xp22 SGBS2
309585 Sindrome de Wilson-Turner Xqg21.2-g22 WTS

Tabela Il: Mutagdes em um Unico gene descritas até o momento responsaveis por causar
obesidade do tipo monogénica (Adaptado de Rankinen e col., 2006, onde todas as referéncias

estao disponiveis).

n® OMIN Nome t::;izsas%ﬁrzica S:r:‘deidato
122561 Receptor do horménio liberador de corticotropina-1 17912-922 CRHR1
602034 Receptor do horménio liberador de corticotropina-2 7p14.3 CRHR2
601751 Receptor acoplado a proteina-G - 24 22913.2 GPR24
164160 Leptina (ortélogo do gene ob de camundongo) 7q931.3 LEP
601007 Receptor da leptina 1p31 LEPR
601665 Receptor da melanocortina-3 20913.2-q13.3 MC3R
155541 Receptor da melanocortina-4 18qg22 MC4R
600456 Receptor tirosina-quinase neurotrépico tipo 2 99221 NTRK2
176830 Proopiomelanocortina 2p23.3 POMC
162150 Subtilisina/kexina pro-proteina convertase tipo 1 5q15-g21 PCSK1
603128 Ortélogo do gene single-minded 1 (Drosofila) 6q16.3-921 SIM1
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Mutagdes raras que inativam os genes que codificam leptina (LEP), receptor da leptina
(LEPR), pro-opiomelanocortina (POMC) e proconvertase 1 (PC1) sdo responsaveis pelo
desenvolvimento de um fenétipo muito grave de obesidade, com inicio nos primeiros anos de
vida e que vem associado a diversas anormalidades enddcrinas, tais como hipogonadismo,
hipotireodismo, ou hipocortisolismo. O modelo de transmissdo dessas doencas € o
autossémico recessivo. Foram identificadas diversas familias que com muta¢ées no gene LEP
(Faroogi & O’Rahilly, 2005; Strosberg & Issad, 1999; Montague e col. 1999), uma familia com
trés individuos afetados com mutag¢des no gene LEPR (Clément e col., 1998), cinco familias
com mutagdes no gene POMC (Krude e col., 2003) e dois individuos com mutagdes no gene
PC1 (Jackson e col., 1997, 2003).

Diversas mutagdes no gene codificador do receptor da melanocortina 4 (MC4R) foram
descritas como responsaveis por obesidade, comportando-se geralmente como autossémicas
dominantes com penetrancias variaveis (Rankinen e col, 2002). Nesses casos, a obesidade
deve ser originada pela haploinsuficiéncia na sinalizacdo de Mc4r, mais do que por
mecanismos dominantes negativos (Vaisse e col., 1998; Yeo e col.,, 1998; Cone, 2000). O
fendtipo dos individuos com deficiéncia em Mc4r assemelha-se ao da obesidade comum e nao
esta associado com disfungao hipofisaria.

Os estudos das familias e dos individuos com essas mutagdes em genes relacionados
a cadeia fisiologica da leptina validam o papel da cadeia de sinalizagao leptina-melanocortina

no controle da ingestédo alimentar e do gasto de energia.

1.4.3. Obesidade multifatorial ou comum

A obesidade comum é considerada uma doenga de heranga multifatorial (ou doenga
complexa) pois € fortemente influenciada por fatores genéticos e em um grau menor por fatores
ambientais. Daqui para frente denominaremos a obesidade comum apenas de obesidade, uma
vez que é esse tipo de obesidade o foco de nosso estudo, que se tornou uma epidemia
mundial e vém requisitando atengdo da comunidade cientifica.

Devido ao crescimento do numero de individuos obesos ao redor do mundo, o papel
dos fatores genéticos na regulagdo do peso corporal parece dificil de ser compreendido. A
quantidade de gordura armazenada n&o € simplesmente um parédmetro inteiramente pré-
determinado geneticamente. Evidéncias indicam que a obesidade é uma doencga oligogénica,
cuja expresséo pode ser modulada por numerosos genes modificadores, que interagem entre
si e também interagem com fatores ambientais, como por exemplo, as escolhas alimentares,
atividade fisica e tabagismo (Boutin & Froguel, 2001). Poucos genes, no entanto, possuem
uma importancia maior e, quando mutados, causam a obesidade monogénica em praticamente
qualquer ambiente. A maioria dos demais genes, entretanto, podem ser considerados genes de
susceptibilidade, cada um contribuindo com efeitos relativamente pequenos e agindo em
conjunto para influenciar a expresséo do fenétipo da obesidade em ambientes permissivos. As

estimativas de herdabilidade da obesidade comum, calculadas por meio de inumeros estudos
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de gémeos monos e dizigéticos, variam de 50 a 80% (Stunkard e col., 1986, 1990; Korkeila e
col., 1991; Fabsitz e col., 1992, Cardon e col., 1994; Allison e col., 1994, 1996).

Porque o genoma humano conteria variantes génicas que favorecem o acumulo e a
manuteng¢do de um nivel excessivo de gordura? A explicagédo reside na hipétese do “gendtipo
econdmico”. De acordo com essa hipotese, durante milhdes de anos nossos genes sofreram
pressdes evolutivas que favoreceram alelos que promoviam ganho de peso, uma vez que o
nosso ambiente se caracterizava pelo acesso restrito a comida (Neel, 1962). Os individuos
geneticamente mais propensos a ter um comportamento alimentar guloso em periodos de
escassez e/ou armazenar de forma mais eficiente as calorias ingeridas, teriam uma maior
chance de sobreviver aos periodos de fome e, consequentemente, maior chance de propagar
seus genes “econdmicos”. Infelizmente, com a rapida globalizacdo da sociedade ocidental,
vivemos cada vez mais em um ambiente no qual o nosso “genoma econdmico” ndo é
adaptativo. Esse ambiente, apelidado de ambiente obesogénico, é caracterizado pelo acesso
facil a comida altamente saborosa e caldrica, atividades profissionais sedentérias e atividades

de lazer dominadas pela televisao e computadores (Hill & Peters, 1998).

1.5. Metodologias de estudo da obesidade comum

O estudo genético da obesidade comum baseia-se geralmente nas analises de
variantes no DNA gendémico, na maioria das vezes polimorfismos de uma unica base, os SNPs
(Single Nucleotide Polymorphisms), situados dentro ou proximo de genes candidatos. Estudos
genéticos de diferentes tipos, realizados em membros de uma mesma familia ou em individuos
nao-aparentados e empregando diferentes métodos de analise (estudos de transmissao em
familias, estudos de associagdo em individuos obesos ndo-aparentados) sdo realizados para
determinar se existe associacao entre um alelo de determinado gene e caracteres relacionados
a obesidade.

De forma geral, podemos dividir os métodos de estudo genético da obesidade em duas
categorias: os estudos de ligacdo em familas e os estudos de associagdo. Os estudos de
ligagdo em familias s&o realizados com individuos aparentados e consiste em buscar nas
familias com varios individuos obesos marcadores moleculares (SNPs ou microssatélites) em
regibes cromossémicas que segreguem com o fendtipo, e dessa maneira mapear regides ou
genes candidatos. Ja os estudos de associagao consistem em verificar se existem diferencas
de freqliéncias alélicas estatisticamente significativas nos locos candidatos em individuos com
e sem fendtipo de obesidade. Daremos mais atengéo a esse tipo de estudo uma vez que é o

objetivo principal desse trabalho.

1.5.1. Estudos de associacao

Os estudos de associacdo sdo Uteis para confirmar a suspeita do efeito de um

determinado loco na manifestagdo do fendtipo. A associagdo pode existir por duas razdes: por
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causa do efeito direto e funcional da variante génica sobre o fendtipo ou por causa do
desequilibrio de ligagdo entre a variante estudada e o gene responsavel pelo fenétipo. Chama-
se de desequilibrio de ligacdo, a ocorréncia, na populagdo, de uma freqiéncia maior de
determinada combinagéo de alelos em dois locos génicos do que a esperada pelo produto de
suas frequéncias individuais. Neste caso, o desequilibrio € ocasionado pela proximidade fisica
dos genes em questdo, ou seja, dois genes que estejam em desequilibrio de ligagdo
encontram-se suficientemente préximos para que entre eles exista baixa probabilidade de
recombinacao, o que permite que sejam herdados juntos, como um bloco.

Existem varias maneiras de testar a existéncia de associagao entre um polimorfismo e
uma determinada caracteristica. O estudo classico do tipo caso-controle, na sua forma mais
simples, pode ser analisado como uma tabela de contingéncia 2 x 2, que compara as
frequéncias alélicas e genotipicas entre individuos com e sem o fenétipo. Alguns fatores podem
simular uma associagao intrinseca, ou seja, ela pode ser devida a fatores alheios a associagao
propriamente dita, o que chamanos de associagao espuria. Isso pode acontecer, por exemplo,
no estudo de uma populagéo estratificada que tenha sido equivocadamente analisada como
sendo uniforme. Nesse caso, a associagao pode resultar da estratificagao e ndo da biologia do
processo. Dessa forma, se pudermos separar os diversos segmentos, ou estratos, da
populacédo e a associagao for espuria, verificaremos que nao existira associagdo dentro de
cada segmento, apenas no total da populagéo (Feitosa & Krieger, 2002)

A deteccao de associagdes espurias pode ser evitada pelo emprego de estudos de
associagao baseados em familias. Devido a dificuldade de se coletar um niumero grande de
familias, a maioria dos estudos desse tipo tem poder limitado na deteccao de efeitos
moderados de genes sobre a doenga. Assim, € importante empregar métodos estatisticos
poderosos nos estudos de associagao baseados em familias.

O Teste de Desequilibrio de Transmissado (TDT - Transmission Disequilibrium Test)
proposto por Spielman e col. (1993) e suas varias extensdes (Martin e col., 1997, 2000;
Boehnke & Langefeld, 1998; Horvath & Laird, 1998; Spielman & Ewens, 1998) podem ser
usados para detectar associa¢gdes quando se tratam de tragos dicotdmicos, ou seja, apresentar
o fenodtipo da doenca ou ndo. Para muitas doencgas multifatoriais, os fenétipos quantitativos séo
mais informativos do que categorias diagnésticas nas analises genéticas. Recentemente, ha
um enorme interesse no desenvolvimento de métodos para estudar associagao em relagao a
caracteres quantitativos e no uso desses métodos para o mapeamento de genes responsaveis
por doencas de heranga multifatorial.

Os testes de associagdo baseados em familias que utilizam caracteres quantitativos
podem ser divididos em duas amplas categorias. A primeira delas é baseada em modelos de
regressdo. Allison (1997) introduziu um teste para trios pais-filhos usando os gendétipos dos
pais para construir controles familiares em modelos de regressdo linear. Allison (1999)
desenvolveu um teste para irmandades usando um modelo de regresséao linear com efeitos de
lagos familiares diversos. Fulker e col. (1999) propuseram um método de componentes de

variancia para a analise combinada de ligagdo e associagdo em pares de irmaos. O método
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desses autores compreende a modelagem das médias alélicas para testar associacdo, com a
modelagem simultanea da estrutura de covariancia de pares de irmaos para testar ligagdo. Ha
também controle sobre as associagdes espurias, que ocorrem devido a estratificagdo
populacional, pela separagdo do efeito principal de um loco entre e intra os membros da
familia. Abecasis e col. (2000a, 2000b) generalizaram esse método aplicando-o a familias
nucleares e extensas genealogias, desenvolvendo um programa chamado Teste de
Desequilibrio de Transmissdo Quantitativo (QTDT - Quantitative Transmission-Disequilibrium
Test) que é hoje amplamente utilizado. Kistner e Weinberg (2004, 2005) propuseram um
modelo de regressdo logistica mdltipla por meio da modelagem do genétipo dos filhos,
condicionando-os ao caracter quantitativo e aos gendétipos dos pais.

A segunda categoria de testes de associagdo quantitativos compara mais diretamente
as transmissbes aos filhos com valores altos da caracteristica, ou trago, em questdo (por
exemplo, valores altos de IMC) com as transmissdes aos filhos com valores baixos do trago
(Rabinowitz, 1997; Lunetta e col., 2000; Monks & Kaplan, 2000; Rabinowitz & Laird, 2000).
Laird e col. (2000) propuseram o teste estatistico que avalia a covariancia entre as
transmissdes de gendtipos e valores do traco, desenvolvendo o programa FBAT (Familial
Based Association Test), que se tornou muito popular. Monks & Kaplan (2000) propuseram o
PDT (Pedigree Desequilibrium Test) que permite auséncia de pais e testa associagdo na
presenca de ligagcdo. Lange e col. (2002) estenderam o FBAT para incorporar correlagdes
familiares fenotipicas ao modelo de componentes de variancia de Fulker e col. (1999).

O QTDT é particularmente atraente porque ele acomoda genealogias arbitrarias (de
modelos diversos), com ou sem genotipos parentais e permite a analise simultanea de ligagédo
e de associagao. O desempenho do QTDT reside fortemente na premissa de normalidade dos
caracteres quantitativos em investigacdo. A ndo-normalidade pode diminuir o poder estatistico.
O FBAT e o PDT, ao contrario, sdo métodos validos para caracteres quantitativos com

distribuicbes arbitrarias.

1.5.2. Estudos de ligacdo em familias

O conhecimento dos polimorfismos genéticos e o desenvolvimento de ferramentas
moleculares poderosas e automatizadas tornaram possivel explorar de forma rapida e eficiente
o genoma de familias com individuos afetados por obesidade comum. O objetivo € uma
exploragéo, a qual chamamos de varredura genémica, de todos os cromossomos nas familias
de individuos obesos na intengdo de identificar marcadores polimérficos cujos alelos séo
compartilhados por individuos obesos. Essa abordagem é feita sem pré-conhecimento sobre a
fungdo dos genes e permite a identificagdo, nas regides cromossémicas ligadas a obesidade,
de genes de predisposicao, tanto os ja descritos como aqueles ainda ndo conhecidos. Muitas
vezes é dificil encontrar exatamente qual é o gene de predisposicdo a obesidade quando as
regides gendbmicas mapeadas tém milhares de pares de base.

Essas abordagens tém sido aplicadas em diferentes tipos de estudos no mundo todo:

familias com obesidade grave ocorrendo na vida adulta ou na infancia, familias selecionadas
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da populagao geral, grupos étnicos particulares (indios Pima, mexicanos, afro-americanos e
Amish), entre outros. Estudos dessa natureza identificaram diversas regides cromossdmicas
ligadas a obesidade. Ao menos 7 genes localizados nos cromossomos 2, 5, 6, 10, 11, 19 e 20
mostraram ter relagdo com a obesidade comum (Rankinen e col., 2006). Porém, um numero
pequeno de regides foram confirmadas em diferentes populagées. Como exemplos, podem-se
mencionar a regido 2p21, que parece desempenhar um papel na variabilidade dos niveis
circulantes de leptina nos franceses, mexicanos e afro-americanos; uma regido no
cromossomo 10 esta ligada a obesidade em franceses, aleméaes e nos Amish, entre outros. O
mapa global das regides cromossdmicas ligadas a obesidade € muito mais complexo quando
se consideram todos os resultados produzidos. Nenhum cromossomo, exceto o cromossomo Y,
deixa de ter regides ligadas a obesidade. Além disso, mais de 200 regides cromossdémicas
foram encontradas ligadas a diferentes fenétipos relacionados a obesidade, tais como: massa
de gordura, distribuicdo corporal de gordura, ocorréncia de sindrome metabdlica, gasto
energético em repouso, aquisicdo de energia e macronutrientes, variagdo no peso corporal,
niveis circulantes de leptina e insulina, etc. A maioria dos estudos, entretanto, foram baseados
no IMC, que é um fendtipo mais facil de ser medido e mais facil de ser comparado entre
diferentes estudos (Clément., 2006).

E dificil listar todas as regides cromossdmicas ja encontradas ligadas a obesidade,
particularmente porque foi produzido um grande nimero de resultados nao-significativos ou
resultados que nao puderam ser replicados. O grande desafio €, portanto, identificar os genes
que explicam o aumento do compartilhamento dos alelos polimérficos nas regides de ligagdo. A
confirmagéo da relagdo dos genes com a patogénese € outro desafio. Embora varios genes
candidatos interessantes tenham sido identificados nessas regides, ainda resta muito a se

fazer a fim de se estabelecer o real papel desses genes na etiopatogenicidade da obesidade.

1.6. Genes candidatos

A escolha de um gene candidato para o estudo da obesidade é baseada em diversos
critérios que incluem o papel fisiolégico da proteina codificada por ele no mecanismo da
obesidade, sua localizagcdo cromossémica em regido previamente ligada a obesidade em
humanos ou modelos animais (regides conhecidas por QTLs, Quantitative Trait Loci), as
consequéncias fenotipicas de sua manipulagdo genética em camundongos modelo (knockouts
e trangénicos) e, eventualmente, o estudo das caracteristicas funcionais in vitro das mutagdes
ou variagdes génicas. Essas ultimas podem incluir o padrdo de expressao de um transcrito
génico em tecidos-chave para o controle de peso, ou ainda a sua expressao modificada em
resposta ao ambiente. Porém, raramente, todos esses critérios em conjunto sdo levados em
consideragao.

Embora existam resultados acumulados de cerca de 15 anos de analises genéticas em

populacdes obesas, a abordagem “gene candidato” muitas vezes oferece resultados ambiguos
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no que diz respeito a obesidade comum. As razdes para a falta de réplica da maioria dos
resultados de associagdo e ligacdo realizados em diferentes populagbes sdo numerosas e
classicamente incluem a falta de poder estatistico para detectar um efeito modesto, falta de
controle sobre a taxa de erro tipo |, estratificagdo populacional e consideragcéo de resultados
marginalmente significativos como positivos. Outras razdes podem ainda incluir fatores nao-
genéticos, como por exemplo, fatores ambientais, que podem diferir de populagdo para
populacéo e que sabidamente influenciam o desenvolvimento da obesidade e fatores genéticos
étnicos (Clement, 2006).

Um grande ndmero de genes e polimorfismos ja foram testados. Estes genes estédo
relacionados a diferentes fungdes tais como o controle da ingestdo alimentar, do gasto de
energia, do metabolismo da glicose e de lipidios e mais recentemente o controle de processos
inflamatérios. O mapa genético da obesidade, publicado anualmente sumariza todos os genes
e variantes estudados (Rankinen e col., 2006).

Os bancos de dados de DNA e de dados clinicos que agrupam os resultados desses
estudos genéticos listam um numero enorme de genes e regides cromossdmicas relacionados
a obesidade. Um exemplo desse tipo de banco de dados é o Obesity Gene Map Database
(http://obesitygene.pbrc.edu/). A Tabela Ill sumariza como as informagdes presentes no mapa
genético da obesidade evoluiram em cerca de dez anos, mostrando como a comunidade
cientifica se empenha para desvendar as bases genéticas dessa doenga. Segundo de sua
ultima atualizagdo, ocorrida em outubro de 2005, ja foram identificados 176 casos de
obesidade causados por mutagbes em um uUnico gene, em onze genes diferentes. Ainda ha 50
locos relacionados a sindromes de heranga mendeliana que tém a obesidade em seu fenétipo.
Existem 244 genes, que quando mutados ou expressos em camundongos transgénicos
resultam em fendtipos que afetam o peso corporal e o montante de gordura armazenada. O
numero de estudos que indicaram a existéncia de associagao entre polimorfismos de DNA em
genes especificos aumentou consideravelmente nos ultimos dois anos. Até 2005 tinhamos 426
achados de associagdo em 127 genes candidatos. Em resumo, até o final de 2005, mais de
600 genes, marcadores e regides cromossémicas foram associadas ou encontram-se ligadas
ao fendtipo da obesidade (Rankinen e col., 2006). A lista completa com os 127 genes ja
associados a obesidade pode ser encontrada no endereco eletrbnico do Obesity Gene Map
Database (http://obesitygene.pbrc.edu/).

Foram selecionados para esse estudo alguns polimorfismos presentes em genes
candidatos, por se tratarem de polimorfismos em regides génicas funcionais ou por ja terem
sido estudados em diferentes populagdes, com resultados controvertidos. Estudamos
polimorfismos presentes nos genes LEP (A19G), LEPR (GIn223Arg), ADRB2 (Arg16Gly),
PPARG (Pro12Ala), PLIN (6209T>C), RETN (-420C>G) e INSIG2 (rs7566605). Nas proximas

paginas segue uma revisao sobre da literatura sobre esses genes.
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Tabela llI: Evolucdo dos achados sobre a genética da obesidade no periodo de 1994 a 2005.
(Modificado de Rankinen e col., 2006).

1994 1995 1996

1997

1998

1999

2000

2001

2002

2003

2004

2005

Mutagbes em
um unico gene

Animais
knockouts e
transgénicos

Doengas

mendelianas

com 8 12 13
localizagéo

cromossomica

QTLs em
animais

QTLs em
humanos
provenientes
de varredura
gendmica

Genes

candidatos

com achados 9 10 13
positivos de

associagao

16

55

21

16

67

29

20

98

14

40

24

115

21

48

25

165

33

58

38

33

168

68

71

6/7

55

41

183

139

90

10

166

49

221

204

113

11

244

50

408

317

127

I.7. Polimorfismo A19G do gene LEP

O gene LEP localiza-se no cromossomo 7, na regido 79q31.3 e codifica a leptina, uma
proteina de 16kD que exerce papel primordial na regulacdo do peso corporal por inibir a
ingestdo de alimentos e estimular o gasto energético. A leptina tem varias outras fungoes,
incluindo a regulagdo da hematopoiese, da angiogénese, da cura de feridas, de respostas
imunes e inflamatdrias. O gene LEP é o homodlogo humano do gene ob, encontrado mutado no
camundongo com fendtipo obeso (ob/ob). Ele tem cerca de 20kb e é composto por trés exons
separados por dois introns (Isse e col., 1995).

Em 1998, Karvonen e col. estudaram o gene LEP a procura de variantes. Para isso,
analisaram as regides promotora e codificadora de 200 obesos finlandeses (IMC>27 Kg/m?).
Uma substituicdo A144G no cddon 48 e uma G328A no cédon 110 foram encontradas em 2
individuos obesos, que possuiam baixos niveis de leptina circulante. Uma variante silenciosa
rara (C538T) foi detectada 33 pares de base apds o cdédon de parada e um polimorfismo
comum (A19G) foi identificado no exon 1, ndo traduzido. Os autores ndo verificaram
associagao do polimorfismo A19G com obesidade, uma vez que as frequéncias alélicas foram
similares no grupo dos individuos com peso normal e nos obesos finlandeses (Karvonen e col.,
1998a). Apos a descoberta do polimorfismo A19G, alguns estudos de associagdo dessa

variante e de outros polimorfismos do gene LEP, com os fendétipos relacionados a obesidade
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foram realizados com diferentes populagdes. A Tabela IV mostra o resumo dos estudos que

apresentaram resultados de associagao positivos e significativos.

1.8. Polimorfismo GIn223Arg do gene LEPR

A leptina, que é um hormdnio produzido nos adipécitos e regula a massa de tecido
adiposo por meio de efeitos no hipotalamo, age através de seu receptor LEPR, um receptor de
um unico dominio transmembranico, pertencente a familia de receptores citoquinicos. O gene
que codifica o receptor da leptina, LEPR, localiza-se no cromossomo 1, na regido 1p31.

Em 1997, Gotoda e col., investigando a regiao codificadora do gene LEPR de 22
obesos morbidos (35Kg/m2sIMC<6O,9Kg/m2), identificaram cinco variantes freqlentes,
distribuidas ao longo da regido codificadora, nos cédons 109, 223, 345, 656 e 1019, uma
mutagao silenciosa rara no cdédon 986 e uma forma alternativa de splicing do transcrito.
Nenhuma das cinco variantes comuns, incluindo as que resultam em troca de aminoacido,
eram mutagbes de perda de fungdo que causavam obesidade mérbida, pois homozigotos em
relagdo a essas variantes foram encontrados entre individuos magros. A freqiéncia dos alelos
e genotipos em cada polimorfismo foi semelhante no grupo de individuos britanicos obesos e
magros, resultado que fez os autores sugerirem que mutagdes no gene LEPR ndo seriam uma
causa frequente de obesidade. Apés a identificagdo desse e de outros polimorfismos no gene
LEPR, foram realizados muitos estudos de associacdo dessas variantes aos fenodtipos
relacionados a obesidade. Os estudos que encontraram associagbes significativas estédo

resumidos na Tabela V.

1.9. Polimorfismo Arg16Gly do gene ADRB2

Os receptores B-adrenérgicos sao alvos das catecolaminas enddgenas, noradrenalina
e adrenalina. Eles sdo expressos em diferentes tipos de células e exercem um papel primordial
na regulagdo das fungdes cardiaca, pulmonar, vascular, enddcrina e do sistema nervoso
central. Trés subtipos de receptores p-adrenérgicos ja foram identificados farmacologicamente:
B-1, B-2 e B-3 (Bylund e col.,, 1994). Os adrenoreceptores pB-2 e B-3 estdo envolvidos na
estimulagcado da termogénese e na ativagéo da lipdlise (Arner & Hoffstedt, 1999). Ambos tipos
sdo receptores acoplados a proteina-G. As proteinas que se ligam a nucleotideos guanina
(proteinas-G) encontram-se na membrana das células e sdo transdutoras de sinal, conectando
receptores efetores e entao sinalizando cascatas de reagdes intracelulares. A variabilidade no
gene que codifica o receptor adrenérgico -2 (ADRB2) e os disturbios na sua sinalizagdo foram
muito estudados com respeito a sua importancia na susceptibilidade a obesidade (revisdo em
Leineweber e col., 2004).
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Tabela IV: Estudos de associacdo de variantes presentes no gene
relacionados a obesidade realizados em diferentes populacgdes.

LEP e fendtipos

Polimorfismos

Particularidades

Pais Fenétipos associados da associacao
(populagao) N associados aos fenétipos encontrada Referéncia
oA diminuicao D7S2519 em individuos
Finlandia 168 do peso corporal D7S649 obesos Oksanen e col., 1997
microssatélite
Japéao 84 peso corporal préximo a 3' Shintani e col., 1996
do gene LEP
Franca 395 niveis de leptina  A19G em individuos Hager e col., 1998
obesos
niveis de leptina -25495 s
em individuos
Franca 117 gm.resposta 8T obesos Mammes e col., 1998
a dieta
IMC,
EUA 103 D751875 Butler e col., 1998
peso corporal
EUA 211 IMC A19G em mulheres Li e col., 1999
Franga 233 nivets c®A em mulheres LeStunff e col., 2000
de leptina obesas
Suécia 39 Secregao AZ%8G em mulheres Hoffstedt e col., 2002
de leptina
mudangas em individuos
128 casos no IMC e na esquizofrénicos
China e 38 gordura -2548A/G sob tratamento Zhang e col, 2003
controles subcutanea com drogas
abdominal anti-psicéticas
H1328084
H1328083
EUA 738 IMC H1328082 em homens Jiang e col., 2004
H1328081
H1328080
em individuos
mudangas no esquizofrénicos Templeman e col
Espanha 73 IMC durante -2548A/G sob tratamento P 2005
9 meses com drogas
anti-psicoticas
peso corporal, IMC, h
concentragbes em muiheres Hart-Sailors e col
EUA 13.405 " A19G afro-americanas 2
plasmaticas . 2007
. e caucasianas
de leptina

(fonte: http://obesitygene.pbrc.edu/)
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Tabela V: Estudos de associagdo de variantes presentes no gene LEPR e fendtipos
relacionados a obesidade realizados em diferentes populacgdes.

Polimorfismos

Particularidades

Pais Fenétipos associados da associagao
(populagéo) N associados aos fenétipos encontrada Referéncia
EUA porcentagem Lys109Arg
(indios Pima) 20 de gordura corporal GIn223Arg Thompson e col., 1997
massa de gordura
Canada 308 livre, massa de gordura, GIn223Arg Chagnon e col., 1999
IMC, soma de pregas
Canada IMC, Lys109Arg
(caucasianos) 502 massa de gordura GIn223Arg em homens Chagnon e col., 2000
- IMC, circunferéncia Lys109Arg
Suécia 267 abdominal sagital GIn223Arg em homens Rosmond e col., 2000a
mudangas no
;2 pz:re;os metabolismo e
EUA gem composigao corporal GIn223Arg em homens Ukkola e col., 2000b
monozi-
o em resposta a super-
goticos . =
alimentagao
gordura abdominal Lys109Arg mulheres com
Bélgica 62 total, gordura GIn223Arg sobrepeso Wauters e col., 2001
abdominal subcutanea Lys656Asn e obesas
Grécia 118 IMC GIn223Arg Yiannakouris e col.,
2001
IMC, T+70-->C
Franga 566 massa de gordura, Asp96Asp em mulheres Mammes e col., 2001
perda de peso Ser343 Ser
niveis de leptina, IMC em mulheres
Inglaterra 220 ’ * GIn223Arg com idade poés- Quinton e col., 2001
massa de gordura menopausa
Australia 335 IMC, peso corporal, Pro1019Pro em mulheres de Silva e col., 2001
massa de gordura
Brasil 336 IMC GIn223Arg Mattevi e col., 2002
gasto de energia
em 24 horas,
EUA 268 tamanho dos GIn223Arg Stefan e col., 2002
(indios Pima) adipdcitos
subcuténeos
abdominais
EUA 405 massa de gordura, Lys656Asn Liu e col., 2004
massa magra
em mulheres
EUA 600 IMC GIn223Arg expostas a Ross e col., 2004
radiagdo na
infancia
México 103 porcentagem GIn223Arg em adolescentes Guizar-Mendoza
de gordura corporal e col., 2005
risco para
Finlandia 507 diabetes tipo II, GIn223Arg Salopuro e col., 2005
Lys109Arg
peso corporal
mudanga no IMC e ljn:IZE;%aoofje
Finlandia 770 c!rcunferenma daA pentanucleotideo Zacharova e col., 2005
cintura durante trés ix ot o=
na regido 3' ndo-
anos .
traduzida
Espanha 909 IMC GIn223Arg Portolés e col., 2006
Brasil 200 IMC GIn223Arg Duarte e col., 2006

(fonte: http://obesitygene.pbrc.edu/)
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Liggett e col. (1995) descreveram trés polimorfismos no gene ADRB2 que foram
estudados em pacientes asmaticos: uma variante rara, Thr164lle e duas variantes comuns,
Arg16Gly e GIn27Glu. Além desses polimorfismos, outros 16 ja foram descritos (revisdo em
Leineweber e col., 2004) embora a maioria dos estudos de associagdo com os fenodtipos
relacionados a obesidade tenham utilizado esses trés polimorfismos. A Tabela VI mostra um
resumo dos estudos que avaliaram a associagao de fendtipos relativos a obesidade com
polimorfismos no gene ADRB2 em diversas populagdes e encontraram associagbes

significativas.

1.10. Polimorfismo Pro12Ala do gene PPARG

Os Receptores Ativados por Proliferador de Peroxissomo (PPARs) sdo membros da
subfamilia de receptores hormonais nucleares de fatores de transcrigao. Existem trés subtipos
de PPARs: PPAR-alfa, PPAR-delta e PPAR-gama (Braissant e col.,, 1996). PPAR-gama
(PPARG) exerce um papel importante na diferenciagdo dos adipdcitos e na expressédo génica
(Spiegelman, 1998). Os PPARs formam heterodimeros com Receptores Retindides-X (RXRs) e
esses heterodimeros regulam a transcrigao de varios genes. Acredita-se que o receptor PPAR-
gama (PPARG) esteja envolvido na diferenciagéo dos adipécitos e regule o metabolismo de
lipidios e a sensibilidade a insulina (Latruffe e col., 1997). O uso diferencial de promotores e o
splicing alternativo que ocorre no gene PPARG humano resultam em duas isoformas
diferentes: PPARG-1 e PPARG-2 (Fajas e col., 1997; Zhu e col., 1995). A isoforma PPARG-1
difere da PPARG-2 por conter 28 aminoacidos adicionais em sua porgdo amino-terminal,
codificados pelo exon B (Zhu e col., 1995). A isoforma PPARG-1 é expressa em diversos
tecidos incluindo tecido adiposo, musculo esquelético, coracdo e figado, enquanto que a
isoforma PPARG-2 é quase que exclusivamente expressa no tecido adiposo (Braissant e col.,
1996; Vidal-Puig e col., 1996). O receptor PPARG é ativado por ligantes naturais (acidos
graxos e prostandides) e por ligantes sintéticos, tais como drogas anti-diabetes, as
tiazolidinedionas (Elbrecht e col., 1996). Ao serem ativados, eles estimulam a diferenciacao dos
adipdcitos e o aumento da sensibilidade a insulina in vitro (Berger e col., 1996a; Berger e col.,
1996b; Sandouk e col.,, 1993). Em estudos de super-expressao realizados em cultura de
fibroblastos foi mostrado que PPARG é o receptor predominante na regulagao da adipogénese
(Brun e col., 1996). Camundongos que possuem um dos alelos do gene Pparg inativos e que
comem uma dieta com alta quantidade de gordura tém maior sensibilidade a insulina em
comparagao aos camundongos selvagens (Miles e col.,, 2000). Estudos com humanos
mostraram que as tiazolidinedionas diminuem a resisténcia a insulina e diminuem a
hipertrigliceridemia por meio de sua interacdo com os receptores PPARG (lwamoto e col.,
1996; Antonucci e col., 1997).
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Tabela VI: Estudos de associagdo de variantes presentes no gene ADRB2 e fendtipos
relacionados a obesidade realizados em diferentes populagdes.

Polimorfismos

Particularidades

Pais Fenoétipos associados aos da associagao
(populagao) N associados fenétipos encontrada Referéncia
IMC, massa de gordura,
Suécia 140 volume de gordura GIn27Glu em mulheres Large e col., 1997
nas células
= Arg16Gly Ishiyama-Shigemoto
Japao 508 IMC GIN27Glu em mulheres e col., 1999
Japéao 277 IMC GIn27Glu em homens Mori e col., 1999
= -47T>C
Japao 574 IMC -20T>C Yamada e col., 1999
IMC, obesidade .
L - Arg16Gly Meirhaeghe e col.,
Franca 826 R_CQ, cwcunferenc_la da GIN27Glu em homens 2000b
cintura e do quadril
Canada 224 IMC Arg16Gly em homens Ukkola e col., 2000a
GIn27Glu
- Arg16Gly Ehrenborg e col.,
Suécia 180 IMC GIN27GIu em homens 2000
IMC, RCQ,
circunferéncia da
cintura, niveis de
- ’ . Arg16Gly Rosmond e col.,
Suécia 284 j[esto.sterorja,. Igptlna, GIn27GIu em homens 2000b
insulina, triglicérides,
colesterol,
pressao arterial
Thr164lle
Suécia 236 lipdlise Arg16Gly Hoffstedt e col., 2001
GIn27Glu
EUA aumento do IMC,
(caucasoides e 494 pregas subescapular Arg16Gly em homens Ellsworth e col., 2002
afro-americanos) e tricipital
Arg16Gly van Rossum e col.,
Alemanha 286 aumento de peso GIN27Glu 2002
niveis de leptina,
EUA 24 aumento de peso, GIn27Glu Ukkola e col., 2001
soma das pregas
Inglaterra 366 IMC Arg16Gly em mulheres Meirhaeghe ez%%li’
em mulheres
EUA 63 IMC, massa gorda GIn27Glu com idade pos- Moore e col., 2001a
menopausa
. Arg16Gly .
Brasil 1576 IMC GIN27Glu Pereira e col., 2003
Espanha 239 RCQ GIn27Glu em homens Corbalan e col., 2002
mudangas no IMC,
. porcentagem de Arg16Gly
Canada 247 gordura, massa gorda, GIn27GIu Garenc e col., 2003
soma das pregas
Brasil 335 IMC, circunferéncia da Arg16Gly em homens Mattevi e col., 2006

(caucasoides)

cintura

fonte: (http://obesitygene.pbrc.edu/)
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Somando-se todos esses dados, sugeriu-se que o gene PPARG ¢é um candidato com
potencial para ser um gene de predisposi¢do a sindrome de resisténcia a insulina, que inclui o
tipo central de obesidade, altos niveis de insulina em jejum, altos niveis totais de triglicérides e
baixos niveis plasmaticos de HDL-colesterol e lipoproteina de alta densidade. A analise da
sequéncia do gene PPARG identificou algumas variagdes importantes que deram pistas a
respeito da funcdo desse gene no metabolismo dos mamiferos e sua relacdo com doencgas
cronicas. Quatro substituicbes de aminoacidos dentro do gene PPARG humano ja foram
descritas. Ristow e col. (1998) identificaram a mutacdo nao-sinénima, Pro115GIn, no gene
PPARG, uma mutagéo rara, de ganho de fungdo, em quatro pacientes com obesidade maérbida.
Em 1999, Barroso e col. identificaram as mutacgdes Val290Met e Pro467Leu, que causam
perda de fungdo, em trés individuos com grave resisténcia a insulina, mas nao obesos. Em
1997, Yen e col. encontraram duas substituicbes de base, consideradas polimorfismos. A
primeira delas, uma mutacgao sindnima, corresponde a troca de uma citosina por uma timina no
nucleotideo 1431 (CAC™—CAT™). A segunda, que foi encontrada em diversas populagdes, &
uma mutagdo nao-sindnima no cédon 12 da seqiiéncia de PPARG-2 (CCG™—GCG"?), que
corresponde a troca de uma citosina por uma guanina no nucleotideo 34 o que leva a troca do
aminoacido prolina por alanina na proteina. Uma vez que o tecido adiposo é o alvo mais
importante de expressao da isoforma PPARG-2 e parece existir diferenca na sensibilidade a
insulina quando uma ou outra isoforma atua (PPARG-1 e PPARG-2), os autores propuseram
que essa substituicdo de aminoacido nao-conservativa deveria ter consequéncias importantes
em relacdo a predisposicdo a obesidade, a resisténcia a insulina e ao diabetes tipo Il (Yen e
col., 1997).

Desde a descoberta da possivel importadncia do gene PPARG na diferenciagdo dos
adipécitos, muitos estudos de associagdo dos polimorfismos presentes nesse gene, incluindo o
Pro12Ala, a fendtipos relacionados a obesidade e ao diabetes foram realizados em diferentes
populagdes ao redor do mundo. A Tabela VII resume os estudos que obtiveram resultados de

associagao significativos.

1.11. Polimorfismo 6209T>C do gene PLIN

A perilipina é uma fosfoproteina que reveste as gotas de lipidios intracelulares
presentes nos adipdcitos (Greenberg e col.,, 1991; Greenberg e col., 1993; Londos e col.,
1995). Recentes estudos de cultura celular e modelos animais tém mostrado que a perilipina é
essencial para a deposigado e mobilizagdo de triacilgliceréis do tecido adiposo (Tansey e col.,
2001; Tansey e col., 2003; Mottagui-Tabar e col., 2003).

O gene PLIN humano localiza-se em 15q26.1 (Nishiu e col., 1998), vizinho a locos de
susceptibilidade a obesidade, diabetes e hipertrigliceridemia (Mori e col., 2002; Duggirala e col.,
2000), previamente descritos. Por meio de splicing alternativo o gene PLIN produz quatro

diferentes produtos, perilipina A, B, C e D (Lu e col., 2001).
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Tabela VII: Estudos de associagdo de variantes presentes no gene PPARG e fendtipos

relacionados a obesidade realizados em diferentes populacgdes.

Polimorfismos

Particularidades

Pais Fenétipos associados aos da associagao
(populagdao) N associados fenétipos encontrada Referéncia
gsgggs) 820 niveis de leptina C161T em obesos Meirhaeghe 81%?;5
em individuos
Finlandia 333 IMC Pro12Ala de meia-idade Deeb e col., 1998
e idosos
Alemanha
(homens 1621 ~ Mmudancas Pro12Ala em homens Ek e col., 1999
obesos no IMC
€ magros)
Alemanha 121 IMC Pro115GIn Ristow e col., 1998
IMC, peso corporal,
s massa gorda, circunf. da Pro12Ala
Finlandia 141 cintura, circunf. do quadril, CACA78CAT em mulheres Valve e col., 1999
massa magra
ltalia 375 obes!dee grave Pro12Ala Vaccaro e col.,
com inicio precoce 2000
EUA 921 niveis de leptina, Pro12Ala Cole e col., 2000
(mexicanos) IMC, circunf. da cintura
IMC, peso )
Franca 838 corporal, altura, circunf. da Pro12Ala Meirhaeghe ZeO%CzJI;
cintura
aumento de em mulheres
EUA 70 i Pro12Ala com idade poés- Nicklas e col., 2001
peso apoés perda menopausa
em individuos Hasstedt e col
EUA 619 IMC Pro12Ala familiares de "
e 2001
diabéticos
Finlandia 119 ganho de peso Pro12Ala Lindi e col., 2001
em 10 anos
erda de peso individuos com
Finlandia 225 Zm 3 anos Pro12Ala pouca tolerancia Lindi e col., 2002
a glicose
Gonzalez-Sanchez
Espanha 464 IMC Pro12Ala e col., 2002
Finlandia 973 IMC Pro12Ala em individuos Deeb e col., 1998
idosos
Suécia 268 IMC Pro12Ala em homens Rosmond e col.,
2003
- Pro12Ala
Escoécia 422 IMC C1431T Doney e col., 2002
. Pro12Ala Koumanis e col.,
Canada 228 IMC Pro115GIn em obesos 2002
IMC, massa gorda,
circunferéncia da
Canada 720 cintura, gordura Pro12Ala Robitaille e col.,

abdominal visceral,
gordura abdominal
subcutanea

2003
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Tabela VII: Continuagéo

Polimorfismos

Particularidades

Pais Fenétipos associados aos da associagao
(populagdo) N associados fenétipos encontrada Referéncia
EUA oxidagao lipidica e
L . 183 balanco lipidico Pro12Ala Muller e col., 2003
(indios Pima)
em 24hs
EUA . N oo
(afro- 451 IMC,. circunferéncia Pro12Ala em individuos Kao e col., 2003
. da cintura, RCQ com sobrepeso
americanos)
Italia 414 IMC Pro12Ala em homens Barbieri e col.,
2004
Nova Zelandia 41 IMC, massa gorda Pro12Ala gémeos em idade Jefferiese col.,
’ pré-puberdade 2004
mulheres com
Italia 100 IMC Pro12Ala sindrome do Orio e col., 2003
ovario policistico
ganho de peso I .
Finlandia 311 desde o nascimento Pro12Ala Pihlajamaki e col.,
PR 2004
até a idade adulta
Singapura
(chineses, Pro12Ala .
malasios, 3080 IMC C1431T Tai e col., 2004
indianos)
IMC, RCQ, massa de em mulheres com
Coréia 1051 gordura, porcentagem de Pro12Ala Kim e col., 2004
sobrepeso
gordura corporal
Japéo 140 IMC C/T no exon 6 em diabéticos Maeda e col., 2004
337
Indonésia diabéticos Danawati e col,
(javaneses) 203 IMC Pro12Ala 2005
normais
variagédo do IMC e da
EUA -, 1954 circunferéncia da cintura Pro12Ala Fornage e cal.,
(caucasoides) 2005
durante 15 anos
EUA L
(afro- 1844 variagédo do IMC Pro12Ala Fornage e col.,
durante 15 anos 2005
descendentes)
em filhos
Alemanha 29 penl'da de peso dyrgnte Pro12Ala saufjavels de Ostergard e col.,
treinamento aerébico pacientes 2005
diabéticos

fonte: (http://obesitygene.pbrc.edu/)

Perilipina A é a isoforma mais comum no tecido adiposo (Greenberg e col., 1993;

Mottagui-Tabar e col., 2003; Wang e col., 2003). A perilipina € um alvo para a proteina quinase-

A (PKA). Quando nao-fosforilada, supbe-se que a perilipina aja como uma barreira para a

lipase hormonio-sensivel (HSL), indiretamente impedindo a lipdlise dos triacilgliceréis nas

goticulas de gordura nos adipdcitos (Tansey e col., 2001; Tansey e col., 2003; Martinez-Botas

e col., 2000; Brasaemle e col., 2000; Souza e col., 2002; Souza e col., 1998, Mottagui-Tabar e
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col., 2003). Entretanto, ap6s sua fosforilagdo, a perilipina pode facilitar a agdo da HSL,
mediando a lipdlise nas gotas de gordura nos adiécitos (Tansey e col., 2003; Souza e col.,
2002; Sztalryd e col., 2003; Zhang e col., 2003). A perilipina A age aumentando a reserva
intracelular de triacilglicerdis por meio da diminui¢cao da hidrélise dessas moléculas e ainda tem
um papel adicional, que é controlar a liberagédo de triacilgliceréis, quando necessério. Defeitos
na regulagdo desse processo devem contribuir para a obesidade e para alteragbes no
metabolismo de lipidios.

Estudos funcionais em cultura de células do camundongo Plin” mostraram aumento da
lipdlise basal. Além disso, a auséncia da perilipina resulta em fraqueza, resisténcia a obesidade
induzida por dieta e reversdo da obesidade em camundongos obesos (lepr db/db) (Tansey e
col., 2001; Martinez-Botas e col., 2000). Esses estudos sugerem que o gene PLIN também
deve ter papel na etiologia da obesidade em humanos.

Foi sugerido que variagdes na seqiiéncia do gene PLIN poderiam estar associadas a
variabilidade em medidas antropométricas e concentragdo de lipidios nos plasma, ambos
envolvidos com risco de sindrome metabdlica. Com essa idéia, Qi e col., em 2004, estudaram
individuos caucasoéides espanhdis a procura de variantes no gene PLIN e evidéncias de
associagao dessas variantes com fenoétipos relacionados a obesidade. Os autores encontram
diversos polimorfismos (PLINT: 6209T>C; PLIN4: 11482G>A; PLIN5: 13041A>G e PLING:
14995A>T) e verificaram que, em mulheres, os polimorfismos PLINT e PLIN4 estavam em
desequilibrio de ligacao e significativamente associados com um menor IMC. As portadoras do
alelo 2 (6209C) do polimorfismo PLIN1 pesavam significativamente menos que as homozigotas
em relagdo ao alelo selvagem 1 (6209T). O mesmo foi encontrado para as portadoras do alelo
11482A do polimorfismo PLIN4. Além disso, a variante PLIN4 foi associada a razao
cintura/quadril, taxa de glicose plasmatica e concentragéo de triacilglicerol significativamente
menor. Porém, nenhuma dessas associagbes estatisticamente significativas foi encontrada
entre os homens (Qi e col., 2004a). Como a descoberta do possivel papel da perilipina na
etiologia da obesidade € recente, existem ainda poucos estudos de associacdo de
polimorfismos no gene PLIN a fendtipos relacionados a obesidade. A Tabela VIII mostra o
resumo desses estudos.

1.12. Polimorfismo —420C>G do gene RETN

O gene RETN esta localizado no cromossomo 19, na regiao 19p13.2, é composto por 4
exons e aproximadamente 1750pb. Ele produz uma proteina, chamada resistina, de 108
aminoacidos e 12,5 kDa. A resistina humana é composta por um peptideo sinal hidrofébico,
que é clivado antes de sua secrecdo. A resistina é produzida por adipécitos e circula na
corrente sanguinea humana como uma proteina dimérica constituida por duas cadeias
polipeptidicas de 92 aminoacidos ligadas por pontes dissulfeto no residuo Cys-26 (Aruna e col.,
2003).
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Tabela VIII: Estudos de associagdo de variantes presentes no gene PLIN e fendtipos
relacionados a obesidade realizados em diferentes populacgdes.

Polimorfismos Particularidades
Pais Fenétipos associados aos da associagao
(populagao) N associados fenétipos encontrada Referéncia
-~ lipdlise nos Mottagui-Tabar e
Suécia 117 adipécitos rs891460 A/G col., 2003
6209T>C .
Espanha 1538 IMC 11482G>A em mulheres Qi e col., 2004a
porcentagem de
gordura corporal, 13041A>G .
EUA 734 circunferancia da 14995A>T em mulheres Qi e col., 2004b
cintura
peso corporal,
EUA 150 resisténcia a perda 11482G>A erm 0besos Corella e col,
de peso em reposta 2005
a dieta
EUA
(grupos étnicos ?g???;;—
do Sngapura: 4131 IMC 11482G>A Qi e col., 2005
indianos e ligg;ﬁzg
chineses)
acidos-graxos
livres circulantes, 10076C>G
- distribuicdo de 10171A>T
Coréia 177 gordura abdominal 11482G>A em obesos Jang e col., 2006
em resposta 14995A>T

a perda de peso

fonte: (http://obesitygene.pbrc.edu/)

Holcomb e col. (2000) foram os primeiros a descrever em camundongos a familia de
genes a qual a resistina pertence e sua distribuicdo tecido-especifica. Eles identificaram uma
proteina super-expressa no pulmido dos camundongos asmaticos. Essa proteina, que foi
chamada de FIZZ1 (encontrada na zona inflamatéria 1), € também conhecida por molécula
semelhante a resistina o (RELMa). Uma das outras duas moléculas homélogas, FIZZ2,
também chamada de RELMp, foi localizada no epitélio proliferativo, na base da cripta, no trato
intersticial. Posteriormente, Steppan e col. (2001a) evidenciaram que FIZZ2/RELMB também
estava presente no epitélio pulmonar de divisdo rapida e encontrava-se em maior quantidade
em tumores intestinais quando comparados com o epitélio controle. A molécula RELMp
também ¢é produzida no tecido adiposo. A terceira molécula homologa, FIZZ3, é conhecida
como resistina e é idéntica ao homdlogo secretado pelos adipécitos humanos e de ratos
(Rajala e col. 2002).

Subsequentemente, Steppan e col. (2001b) mostraram que os niveis de resistina
estavam aumentados em camundongos com diabetes tipo Il, sugerindo, portanto, que essa
proteina estaria potencialmente ligando a obesidade a resisténcia a insulina. Esse grupo

mostrou que a administragcdo de resistina recombinante a camundongos reduzia a tomada de
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glicose pelas células e a ac&o da insulina. Por outro lado, a neutralizacdo da resistina com
anticorpos anti-resistina aumentava a agéo da insulina.

Sabe-se muito pouco a respeito da potencial fungdo da resistina ou de seus homélogos
(Flier, 2001). Drogas tiazolidinedionas reduzem a resisténcia a insulina e sado usadas no
tratamento do diabetes tipo Il. Essas drogas reprimem a produgao de resistina pelos adipdcitos
e seu efeito anti-diabético pode, pelo menos em parte, estar relacionado a esse mecanismo.
Estudos demonstraram que os diferentes tipos de obesidade - a obesidade induzida por dieta
rica em gordura, a causada por mutagédo do gene da leptina (camundongos ob/ob) ou ainda a
causada por mutagédo no gene do receptor da leptina (camundongos db/db) - estdo associadas
com concentragdes aumentadas de resistina circulante. Em camundongos, a resistina provoca
o aumento das concentragdes de glicose sanguinea e de insulina e prejudica a resposta
hipoglicémica a infusdo de insulina. Além disso, anticorpos anti-resistina diminuem a glicose
sanguinea e aumentam a sensibilidade a insulina em camundongos obesos (Ukkola, 2002). Em
cultura de adipécitos 3T3-L1 a resistina inibe a tomada de glicose pelas células quando estas
sdo estimuladas por insulina. Por outro lado, esse efeito & reprimido por anticorpos anti-
resistina. Esses dados em conjunto sugerem que a resistina induz a resisténcia a insulina e
que a hiperesistinemia contribui para a diminuigdo da sensibilidade a insulina em camundongos
obesos (Shuldiner e col.,, 2001). O papel supressor das tiazolidinedionas na secre¢ao de
resistina, que foi evidenciado em varios estudos, pode contribuir para os efeitos sobre a
sensibilidade a insulina dessa classe de drogas. Entretanto, dados de outros estudos nao
confirmam esses resultados, tendo sido observados niveis reduzidos de RNAm de resistina no
tecido adiposo de camundongos modelo obesos (Way e col., 2001; Moore e col., 2001; Le Lay
e col., 2001).

Dada a homologia incompleta entre a resistina de camundongos e dos humanos e a
auséncia nesses ultimos de uma das trés isoformas da resistina presente em murinos, acredita-
se que a resistina em humanos deva ter um papel fisiolégico diferente daquele encontrado em
camundongos. Estudos sobre a variagdo genética do gene da resistina, incluindo SNPs, séo
muito controvertidos em relacdo ao papel da resistina na obesidade e na sensibilidade a
insulina. Além disso, a expressao do RNAm de resistina é muito baixa em adipdcitos humanos
isolados, ndo apresentando uma correlagdo consistente com a resisténcia a insulina ou a
obesidade (Hotamisligil, 2003; Savage e col., 2001). Assim, o papel da resistina e dos outros
membros da familia FIZZ/RELM em humanos ainda precisa ser estabelecido. Essas proteinas
devem estar envolvidas na regulagéo da proliferagdo e diferenciagao celular. Dada a produgéo
de FIZZ1/RELMo. em regibes inflamatérias e de resistina em células inflamatodrias, outra
possibilidade é seu envolvimento em reagdes inflamatérias crénicas associadas a obesidade
(Gomez-Ambrosi & Fruhbeck, 2001).

Ainda sobre o papel da resistina na obesidade e na resisténcia a insulina em humanos,
estudos mostraram que existe mais resistina no soro de individuos obesos do que no de
individuos magros, com correlacédo positiva entre a resistina e o IMC. O IMC é um previsor

significativo da resisténcia a insulina, mas a resistina ajustada pelo IMC nado é. Esses dados
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demonstram que a proteina resistina estd presente no tecido adiposo e no sangue humanos e
que existe significativamente mais resistina no soro de individuos obesos. Entretanto, o nivel
de resistina no soro ndo permite prever a resisténcia a insulina em humanos (Youn e col.,
2004; Rea & Donnelly, 2004)

Devido ao possivel papel da resistina como um fator de ligagédo entre os fendtipos de
obesidade e diabetes do tipo Il, muitos estudos procuraram por variacbes na seqliéncia do
gene RETN, tentando associa-las aos fenétipos relacionados a essas duas doengas. Em 2002,
Engert e col. sequenciaram o gene RETN de 45 individuos, representando uma amostra de
diabéticos, obesos e individuos controle. Os autores encontraram nove variagdes, embora
nenhuma presente na regido codificadora do gene: uma substituicdo na regido 3’ ndo traduzida
(c.62*G>A), dois SPNs no intron 2 (IVS2+39C>T e IVS2 + 181G>A), dois SNPs no intron 3
(IVS3+30C> e IVS3-16C>G) e quatro SNPs na regido 5’ (g.-537A>C, g.-420C>G, g.-638G>A e
g.-358G>A). A posterior investigagdo da associacdo desses SNPs com os fendtipos de
diabetes tipo Il e obesidade revelou que as duas variantes na regido 5 n&o-traduzida (g.-
537A>C e g.-420C>G) estavam em desequilibrio de ligacdo e associadas ao aumento do IMC.

Muitos estudos de associacdo dos fendtipos de obesidade e diabetes tipo Il foram
realizados com diferentes populagdes. A Tabela IX resume alguns estudos que encontraram
associagdes positivas entre polimorfismos presentes no gene RETN e fendtipos relacionados a
obesidade.

1.13. Polimorfismo rs7566605 do gene INSIG2

O gene INSIG2 esta localizado no cromossomo 2, em 2g21.2. Ele produz uma proteina
de 225 aminoacidos, composta por 6 dominios transmembranicos (Yabe e col., 2002). O
movimento de entrada e saida de proteinas que se ligam a elementos regulatérios dos
esteroides (SREBP - sterol regulatory element-binding proteins) do reticulo endoplasmatico
para o complexo de Golgi é considerado o evento mais importante na homeostase dos lipidios
nas células animais. As proteinas SREBPs ativam genes que codificam enzimas necessarias a
sintese de colesterol, acidos graxos, triglicérides e fosfolipidios. Na presenca de esterdides, o
gene INSIG2 (insulin-induced gene 2) indiretamente inibe a sintese de lipideos por meio do
bloqueio da ativagéo proteolitica de SREBPs por SCAP (sterol cleavage-activating protein),
fazendo com que as SREBPs permaneg¢am no reticulo endoplasmatico (Yabe e col., 2002).

Yabe e col. (2003) mostraram que a isoforma especifica do figado, Insig2a, era
expressa em camundongos em jejum e que essa expressao era regulada negativamente pela
insulina. A expressdo de RNAm de Insig2 aumentava quando os camundongos permaneciam
em jejum e sua expressao diminuia quando eles eram realimentados. Em ratos, a expresséo
do transcrito também aumentava apds a indugao de diabetes por estreptozoticina e diminuia

quando se administrava insulina. Yabe e col. (2003) postularam a hip6tese de que a diminuigédo
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da expresséo de Insig2, mediada pela insulina, permite o processamento de Srebp1c, deixando
que a insulina estimule a sintese de acidos graxos.

Para se determinar se as acg6es anti-lipogénicas da proteina Insig2 demonstradas em
cultura de pré-adipocitos também ocorriam in vivo, Takaishi e col. (2004) infectaram ratos
modelos diabéticos e gordos (ratos Zucker fa/fa) com adenovirus recombinante contendo cDNA
de Insig2. Observou-se que, nesses camundongos, a superexpressao de Insig2 no figado
provocou diminuicdo dos niveis plasmaticos de triglicérides, o que comprovou in vivo a agao
anti-lipogénica do produto desse gene.

Recentemente, Herbert e col. (2006) realizaram um estudo em que foram genotipados
86.604 SNPs distribuidos por todo o genoma. Apenas um SNP, rs7566605, situado a 10kb do
gene INSIG2 mostrou uma forte evidéncia de associagdo com o IMC em mudltiplas amostras. O
genotipo CC mostrou-se associado com obesidade em trés diferentes amostras baseadas em
familias e em trés amostras de individuos nado aparentados, compreendendo individuos
americanos com origem no leste-europeu, afro-americanos e criangas da populagéo geral. A
metanalise de todas as amostras de estudos caso-controle mostrou que o gendtipo CC estava
significativamente associado com obesidade sob o modelo recessivo, com Odds Ratio de 1,22
(p=0,008). Os individuos homozigotos com o alelo C (aproximadamente 10% da populacao)
apresentavam IMC aproximadamente ‘IKg/m2 maior que os portadores do alelo G. O resultado
obtido tanto das amostras de ancestralidade leste-européia como de afro-americanos
sugeriram que o alelo de risco antecede a migragéo para fora da Africa (Out of Africa), ou seja,
se originou ha mais de 100.000 anos, antes dos homens modernos deixarem a Africa.

Apo6s a publicagdo desse estudo, diversos grupos tentaram reproduzir os achados de
Herbert e col (2006) utilizando outras populagdes. A Tabela X resume os estudos realizados
até o momento que buscaram associar o polimorfismo rs7566605, localizado préximo ao gene
INSIG2, a obesidade.

Tabela IX: Estudos de associacdo de variantes presentes no gene RETN e fendtipos
relacionados a obesidade realizados em diferentes populagdes.

Polimorfismos Particularidades

Pais Fenétipos associados aos da associagao
(populagao) N associados fenétipos encontrada Referéncia
. . -537A>C
Canada 411 IMC, obesidade 420C>G Engert e col., 2002
peso -420C>G,
N RPN +156C>T, Conneely e col.,
Finlandia 777 g::\c{ﬂpafemné:la da +208G>A, 2004
’ +1084G
Brasil IMC’ A Mattevi e col.,
(descendentes de 814 circunferéncia da -420 C>G em mulheres 2004
europeus) cintura
fenétipos relacionados
ao acumulo de Bouchard e col
Canada 725 gordura e -420 C>G em homens .

metabolismo da
glicose

2004
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Tabela IX:

Continuacgao.

Polimorfismos

Particularidades

Pais Fenétipos associados aos da associagao
(populagao) N associados fenoétipos encontrada Referéncia
mudangas na em 12 pares de
A gordura abdominal IVS2+181G>A, N
Finlandia 12 visceral induzida por  IVS2+39C>T gemeos Ukkola e col, 2004
; = monozigoticos
superalimentagéo
em mulheres
Grécia 320 IMC com sindrome do Xita e col., 2004

ovario policistico

fonte: (http://obesitygene.pbrc.edu/)

Tabela X: Estudos que analisaram a associagao do polimorfismo rs7599906 préximo ao gene
INSIG2 a fenétipos relacionados a obesidade.

Particularidades

Pais Fenotipos da associagao
(populagao) Resultado testados Tipo de estudo encontrada Referéncia
EUA
(caucasianos de baseado em
; L S Herbert e col.,
origem no leste associacao IMC familias; 2006
europeu e afro- populacional
americanos)
. . em individuos Rosskopf e col.,
Alemanha associacao IMC populacional com sobrepeso 2006
IMC, RCQ,
auséncia de circunferéncia da
Inglaterra . cintura e do quadril, baseado em familias Hall e col., 2006
associagao P 2
niveis plasmaticos de
leptina
esodiacio o Portadores
Inglaterra clag IMC populacional do alelo G com Loss e col., 2006
tendéncia .
maior IMC
oposta
auséncia de baseado em familias;
Franca N IMC populacional; Dina e col., 2006
associagao
caso-controle
Individuos baseado em familias;
de oito diferentes  associagéo IMC populacional; Lyon e col., 2007
populagdes caso-controle
Italia ausénciade o baseado em familias Ciullo e col., 2007
associagao
Individuos Lo
caucasoides auséncia de n|.ve‘|s’d.e . H.Om,e.”s .
. ’ N triglicérides, populacional diabéticos e Smith e col., 2007
afro-caribenhos e  associagéo o
- IMC saudaveis
indianos)
‘ auséncia de populacional portadores
India o IMC do alelo CC com Kumar e col., 2007
associagao caso-controle
menor IMC
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1.14. O modelo dos remanescentes de quilombo e sua contribuicido ao estudo da

obesidade

Os remanescentes de quilombos caracterizam-se como populagdes de ancestralidade
majoritariamente africana e que vivem atualmente em areas outrora ocupadas por escravos
negros fugidos e/ou alforriados. Historicamente, quilombos eram “comunidades formada pelos
negros escravos, que fugiram do trabalho forgado e resistiram a recaptura por parte das forgas
escravocratas” (Carvalho e col.,, 1995). O conceito de remanescente de quilombo aceito
atualmente refere-se a “toda comunidade negra rural que agrupe descendentes de escravos
vivendo da cultura de subsisténcia e onde as manifestagdes culturais tém forte vinculo com o
passado” (Oliveira Jr e col., 2000), incluindo ndo somente negros fugidos, mas também os
libertos ou abandonados por seus senhores.

O Vale do Ribeira, ao sul do estado de Sao Paulo, € uma regido que agrupa diversas
populagcées remanescentes de quilombo (Figura 7). O Vale do Ribeira ocupa cerca de 10% do
territorio paulista, abrigando 10 municipios: Eldorado, Jacupiranga, Pariquera-Acu, Registro,
Sete Barras, Iguape, Cananéia, Iporanga, Apiai e Ribeira. O relevo & predominantemente
montanhoso, o clima é quente e Uumido e seu territério abrange grandes extensdes de Mata
Atlantica

De acordo com informagdes da Fundacido Palmares e do Instituto Sécio-Ambiental,
podem existir até 52 povoados remanescentes de quilombos no Vale do Ribeira. Foram
identificadas até o momento nessa regido 25 comunidades: Ivaporunduva, Maria Rosa, Pedro
Cubas, Pildes, Sdo Pedro, Cafundd, Cagandoca, Jad, Sapatu, Nhunguara, André Lopes,
Galvao, Mandira, Praia Grande, Camburi, Rio da Claudia, Bombas, Jodo Surra, Carmo,
Biguazinho, Abobral, Cangume, Castelhanos, Morro Seco e Pogas. Dessas, 14 ja foram
oficialmente reconhecidas ou estdo em fase de reconhecimento como remanescentes de
quilombos pelo ITESP (Instituto de Terras do Estado de Sao Paulo): Ilvaporunduva, Maria
Rosa, Pedro Cubas, Pildes, Sao Pedro, Cafundd, Cagandoca, Jad, Sapatu, Nhunguara, André
Lopes, Galvao, Mandira e Abobral.

A regido do Vale do Ribeira foi alvo da exploragdo mineradora no século XVII. Na
época muitos escravos foram levados a regido para trabalharem nas minas de ouro e prata.
Com o fim do ciclo de mineragdo o custo de manutencdo dos escravos tornou-se elevado
levando muitos senhores abandonaram seus escravos, que juntamente com outros fugidos
fundaram populagdes agricolas de subsisténcia. Esses povoados persistem até hoje e sao os
chamados remanescentes de quilombo.

As populagdes que foram alvo de nossos estudos vivem, em sua maioria, as margens
do rio Ribeira do Iguape entre os municipios de Eldorado e Iporanga (Figura 8). Séo elas:
Abobral (margem esquerda), André Lopes, Ivaporuduva, Galvdo, Maria Rosa, Nhunguara,
Pedro Cubas, Pildes, Sdo Pedro e Sapatu. Atualmente, essas populagdes sobrevivem as
margens dos Ultimos remanescentes de Mata Atlantica da Regido Sudeste do Brasil. Seu modo

de vida, tradicionalmente rural, encontra-se em transformacéo, pois ha restricdes ambientais a
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sua agricultura de subsisténcia, a caca e a manutencdo de certos animais em virtude da
sobreposigdo das terras de quilombo com as de parques estaduais e areas de protegéo
ambiental. Podemos afirmar que os remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira sédo
populagbes que vivem a transigdo epidemioldgica, sendo afetados simultaneamente por
doencas resultantes da sua falta de acesso a servigos basicos de saneamento e saude (como
por exemplo, as doencas parasitarias) e por doengas freqlientes do mundo ocidental e
moderno, como a hipertensao e a obesidade.

Os remanescentes de quilombos sdo modelos interessantes para o estudo das
doencas de heranca multifatorial, tais como a obesidade, quando comparados aos estudos
realizados com populagdes de hospitais de grandes centros, que muitas vezes s&o
heterogéneas do ponto de vista genético e sécio-ambiental. Do ponto de vista genético, é
conhecido que os estudos de caso-controle tém seus resultados freqientemente contaminados
e questionados por diferengas de freqiéncias alélicas que ndo decorrem realmente do fendtipo
em estudo, mas sim de diferengas na composicado étnica das populagbes que constituem os
grupos caso e controle. Esse problema pode ocasionar associa¢cdes espurias devido a
estratificacdo populacional. Os remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira sao
populagdes miscigenadas (Cotrim e col, 2004). Porém, dados obtidos sobre diversos conjuntos
de marcadores indicam que os componentes genéticos dessa mistura e suas proporgdes nao
diferem entre essas populagdes geograficamente muito préoximas. De acordo com o estudo de
Tang e col (2005), de um modo geral, populagcées geneticamente miscigenadas podem ser
objeto de estudos caso-controle, sem artefatos significativos, desde que os individuos tenham
a mesma origem geografica, o que é o caso dos quilombos.

Diante da grande contribuicdo africana na formagdo das populagdes brasileiras,
consideramos de grande importancia o estudo das bases genéticas relacionadas a obesidade
entre afro-descendentes, principalmente nas populagdes remanescentes de quilombos. Essas
populacbes sdo parcialmente isoladas e mais homogéneas do ponto de vista da sua
composicao étnica e do seu modo de vida do que as populagdes das cidades. Além disso, por
serem pequenas, prestam-se perfeitamente a certos estudos genealdgicos que séo
praticamente impossiveis de serem realizados nas grandes cidades. Pelo que temos
conhecimento, este é o primeiro estudo sobre associagdo de variantes génicas a obesidade

realizado com populagdes rurais e afro-descendentes.
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Figura 7: Mapas dos estados de Sao Paulo e Parana. Em verde, localizagdo geografica do
Vale do Ribeira. O quadrado azul corresponde a area apresentada na Figura 8, onde se
encontram as comunidades remanescentes de quilombos. Fonte: ISA - Instituto
Socioambiental.

Rio Ribeira do Iguape

Figura 8: Localizacdo das comunidades remanescentes de quilombo
estudadas em nossa pesquisa. AB=Abobral Margem Esquerda. AN=André
Lopes. EL=Eldorado. GA=Galvéo. IP=Ilporanga. IV=Ilvaporunduva.
MR=Maria Rosa. NH=Nhunguara. PC=Pedro Cubas. PS=Pilées. SP=Sé&o
Pedro. TU=Sapatu.
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Il. Objetivos




O objetivo desse estudo foi investigar a associagao entre polimorfismos presentes nos
genes LEP, LEPR, ADRB2, PPARG, PLIN, RETN e INSIG2 e caracteres relacionados a
obesidade em populagdes afro-descendentes brasileiras localizadas na regidao do Vale do
Ribeira, SP.

Para atingir esse objetivo foram selecionados os polimorfismos LEP A19G,
LEPR GIn223Arg, ARDB2 Arg16Gly, PPARG Pro12Ala, PLIN 6209T>C, RETN —-420C>G e
INSIG2 rs7566605.

Além do estudo dos genes selecionados, visamos identificar também os principais

fatores ambientais que influenciam o acumulo de gordura corporal nessas populagdes.
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VI. Conclusoes




O estudo sobre os fatores de risco associados a obesidade, realizado com as populagdes de

remanescentes de quilombos do Vale do Ribeira, permitiu as seguintes conclusdes:

A freqiéncia do sobrepeso e da obesidade € maior entre as mulheres (52% e 17,5%,

respectivamente) que entre os homens (17,5% e 2,7%, respectivamente).

O Grau de Atividade Fisica (GAF) & maior nos homens do que nas mulheres, devido ao
estilo de vida dessas populacdes. Esse fato pode explicar a maior freqiiéncia de
sobrepeso e da obesidade encontrada entre as mulheres.

Apesar de o GAF estar relacionado as diferencas observadas entre homens e mulheres
em relagdo ao IMC, a distribuicdo do GAF n&o é diferente entre os grupos de individuos
do mesmo sexo com IMC<25 ou IMC=25, provavelmente devido & homogeneidade das
atividades diarias praticadas por individuos do mesmo sexo.

A alta freqiéncia de sobrepeso e obesidade entre os individuos quilombolas,
principalmente entre as mulheres, pode decorrer do processo de transi¢do nutricional
que essas populagbes atravessam ou ainda ser um reflexo dos problemas
epidemioldgicos e nutricionais sofridos na infancia.

Os parametros ndo-genéticos que parecem melhor explicar as variagdes do IMC nessas
populagbes sdo o sexo e o tabagismo. A idade parece ndo exercer influéncia sobre o
IMC. Em relagdo a Cc os parametros que melhor explicam suas variagdes sdo o sexo, a
idade e o tabagismo e em relagdo a RCQ, apenas o sexo e a idade. O GAF parece néao
influenciar as variagdes do IMC, da Cc nem da RCQ.

Entre as mulheres, o aumento do risco de apresentar fenétipos de sobrepeso medidos
pelo IMC, Cc e RCAQ esta relacionado ao fato de n&o fumar (IMC e Cc), consumir bebida
alcoodlica (IMC) e ter mais idade (Cc e RCAQ). Entre os homens, nenhum desses
parametros esta relacionado ao maior risco de apresentar sobrepeso.

O alelo G do polimorfismo LEPA19G esta associado a valores maiores de IMC, conforme
indicado na analise que utilizou pares de irméos.

O alelo GIn do polimorfismo LEPR GIn23Arg esta associado a valores maiores de IMC
nas mulheres e RCQ nos homens, conforme indicaram as analises caso-controle, de
comparagao de medianas e regressoes linear e logistica.

O alelo Arg do polimorfismo ADRB2 Arg16Gly esta associado a valores maiores de Cc e
RCQ apenas entre os homens, conforme indicaram as analises de comparagao entre as
medianas e a regresséo linear.

O alelo Ala do polimorfismo PPARG Pro12Ala esta associado a valores maiores de IMC,
Cc e RCQ nas mulheres, conforme indicado nas analises caso-controle, de comparagao
de medianas e de regresséo linear.

O alelo A do polimorfismo PLIN 6209T>C esta associado a valores maiores de IMC e Cc
entre as mulheres e a valores maiores de IMC, Cc e RCQ entre os homens, conforme
indicaram os resultados obtidos com a analise de comparagdo entre medianas,

regressao linear e regressao logistica.
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Apenas entre as mulheres, o alelo G do polimorfismo RETN -420C>G esta associado a
valores mais altos de IMC e Cc, segundo indicaram os resultados obtidos com a
comparagao de medianas e com a regressao logistica.

Conforme apontaram os resultados das analises caso-controle e de comparagéo entre
medianas, o alelo C do polimorfismo INSIG2 rs7566605 esta associado a valores
maiores de Cc nas mulheres e IMC nos homens das populagcdées de remanescentes de
quilombos do Vale do Ribeira.

Nossos resultados indicam papel importante dos genes estudados na origem do
sobrepeso e obesidade entre os individuos das populagbes de remanescentes de
quilombos do Vale do Ribeira.
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