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Introducio

A epidemia global de obesidade tem gerado muito interesse pelos mecanismos
predisponentes do excesso de peso e qual o impacto desses sobre a saude da populagdo. A
obesidade é um distarbio que resulta de uma combinacéo de fatores fisiologicos, genéticos e
ambientais (1). Embora se saiba da forte influéncia ambiental, algumas pessoas ganham peso
mais facilmente do que outras, indicando que essa variagao no peso corporal é influenciada por
fatores genéticos. Doencas complexas, como a obesidade, estdo associadas a um numero
limitado de alelos predisponentes, cada um conferindo um acréscimo no risco para o individuo
(2).

As estatisticas brasileiras mais atuais relativas a obesidade sdo oriundas da pesquisa
Vigitel (Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencgas Crénicas por Inquérito
Telefonico), que revela que 53,8% dos brasileiros estdo acima do peso saudavel e 18,9% sdo
obesos (3). Esses dados sdo similares aos dados da pesquisa de orcamentos familiares, realizada
pelo instituto de brasileiro de geografia e estatistica (IBGE), que descreve que 0 excesso de
peso foi diagnosticado em 50% dos homens e 48% das mulheres, sendo que 12,5% dos homens
e 16,9% das mulheres tém algum grau de obesidade (4).

O excesso de peso corporal contribui para a incidéncia de uma série de doencas. Cerca
de 2,8 milhdes de adultos morrem a cada ano como resultado de um elevado indice de massa
corporal (IMC). Além disso, 44% da prevaléncia de diabetes, 23% da prevaléncia de doengas
isquémicas do coracdo e entre 7% e 41% de determinados tipos de cancer sdo atribuiveis ao
sobrepeso e a obesidade (5).

A importancia de uma melhor compreensao dos fatores genéticos que participam da
génese da obesidade e de qual forma eles poderiam ser modulados pela alimentacéo € justificada
pela crescente prevaléncia dessa doenca em todo o mundo, além de sua morbidade. Dentre 0s
fatores genéticos, o estudo da leptina e suas vias de sinalizacdo tém auxiliado na compreensdo
dos mecanismos de regulacdo do peso corporal e da homeostase energética. A leptina tem sido
implicada na regulacdo de varios sistemas (6). Em relacdo ao balan¢o energético, atua
principalmente no hipotalamo, no nicleo arqueado (ARC), e dai envia sua sinalizagéo, para os
neurdnios orexigenos e anorexigenos presentes (7,8). Esse processo regulatorio é extremamente
eficaz, exemplos disso séo a hiperfagia, posterior a um periodo de jejum, ou a recuperagéo do
peso perdido, voluntariamente ou n&o, retornando ao peso inicial (9,10).
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Os neurdnios orexigenos secretam basicamente o neuropeptideo Y (NPY) e a proteina
relacionada agouti (AgRP) e 0s anorexigenos secretam o transcrito regulado por anfetamina e
cocaina (CART) e o peptideo de melanocortina (a-MSH) derivado do POMC
(propriomelanocortina) (7,8). A leptina realiza essas funcdes através da ligacdo com seu
receptor (LEPr). Vérios polimorfismos comuns e variantes raras do gene LEPr humano tém
sido relatadas. Potenciais associag0es desses polimorfismos com a obesidade foram avaliadas
em diferentes populacdes (11,12). A forma mais comum de polimorfismo é a alteracdo de um
unico nucleotideo (“polimorfismo em um tnico nucleotideo” ou SNP), embora SNPs nao sejam
0s Unicos fatores de indugdo de doencas, eles podem determinar uma predisposicdo para
perturbacdes metabdlicas especiais (13).

Uma das primeiras descri¢es de um polimorfismo do receptor de leptina foi realizada
logo apoOs a descoberta da propria leptina, hd mais de vinte anos (14). O sequenciamento
completo do gene do LEPr foi realizado logo depois, em uma amostra de indios Pima obesos e
eutréficos (15). Nesse estudo, foram identificados sete sitios polimérficos, sendo que dois
destes polimorfismos, Lys109Arg e GIn223Arg, apresentaram substituicbes de aminoacidos no
dominio extracelular do receptor de leptina (figura 1) (15).

Figura 1. Localizacdo de SNPs de interesse do gene do LEPr

G
cDNA ATT GAA GGA AAG ACA TTT GTT
Exon 4 codon 106 107 108 109 110 111 112
amino acid lle Glu Gly Lys Thr Phe Val

Arg

G
cDNA GTA ATT TTC CAG TCA CCT CTA
Exon 6 codon 220 221 222 223 224 225 226
amino acid Val lle Phe GIn Ser Pro Leu

Arg

Fonte: Hum Mol Genet. 1997 May;6(5):675-9.Structure and sequence variation at the human leptin

receptor gene in lean and obese Pima Indians. Thompson DB1, Ravussin E, Bennett PH, Bogardus C.

Nessas duas décadas, diversos SNPs da LEPr ja foram identificados e descritos, mas
trés variantes sdo potencialmente funcionais, uma vez que se situam na regido codificadora do
receptor e por isso podem alterar a sinalizacdo da leptina. Sdo eles: Lys109Arg (A > G;
rs1137100), GIn223Arg (A > G; rs1137101) e Lys656Asn (G > C; rs8179183 recentemente
incorporado ao rs1805094) (16); os dois ultimos possuem mudanca de carga, 0 que 0s tornam
mais provaveis de acarretar mudancas funcionais significativas. O achado de associacdo entre
IMC (e outros fendtipos de obesidade) e alteragdes em genes da leptina e de seu receptor reforca

essa teoria (17).

11



61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92

Outro gene importante quando se trata de genética de obesidade é o Fat Mass and
Obesity Related (FTO). O FTO foi o primeiro gene identificado através de GWAS (genome-
wide association study) sendo fortemente associado a obesidade em seres humanos (18,19). E
localizando no cromossomo 16 e trata-se de um gene grande, possuindo 9 éxons de 400 kb,
sendo seus principais SNPs localizados no primeiro intron do gene; uma regido fortemente
conservada entre as espécies. Eles representam um cluster de pelo menos 40 SNPs altamente
correlacionados (desequilibrio de ligacdo r2> 0,80) em populagdes caucasianas (20).

O FTO (A > T, rs9939609) (21) € o SNP representativo de um conjunto de dez
polimorfismos localizados préximos e altamente correlacionados entre si (r2=0,52 a 1,0), além
de serem fortemente ligados a indicadores antropomeétricos, especialmente IMC. O alelo A é o
alelo de risco, sendo associado a um efeito médio por alelo no IMC de 0,36 kg/m2 (22,23).
Diversas evidéncias ao longo dos 10 anos desde a sua descoberta, mostraram que o FTO
desempenha um papel fundamental na regulacdo do desenvolvimento do tecido adiposo e
fungdes no tamanho e composigéo do corpo (24).

No entanto, embora muitos estudos analisaram o papel das variantes FTO no
metabolismo e sua associacdo com variaveis antropomeétricas, apenas alguns exploraram a
associacao entre as variantes FTO e a regulagdo de vias neuronais (25). Estudos experimentais
indicam que 0 mMRNA de FTO ¢é altamente expresso em areas cerebrais importantes para a
regulacdo do consumo de energia e do sistema de recompensa (26). Sendo o FTO previamente
associado ao controle do apetite (27); a variante rs9939609 ja foi associada ao controle de
saciedade (28).

No hipotalamo, o FTO pode catalisar a retirada do radical metil (CH3) (demetilacdo dos
acidos nucléicos), promovendo uma maior expressao de RNAm e, assim, regular a transcricdo
de genes envolvidos no metabolismo (29). Além disso, Qi e colaboradores sugeriram que 0
FTO faz parte de uma via que medeia a neuro-regulacdo da ingestdo de alimentos, com o
bloqueio do sinal de leptina (30).

Parece haver uma relacdo consistente entre FTO e leptina. Niveis séricos de leptina ja
foram associados a variantes do gene FTO (31-33). Mais recentemente, Stratigopoulos e
colaboradores mostraram que FTO regulava a translocacédo do LEPr para membrana basal e
posteriormente modulava a resposta celular a leptina. (34). Assim, a relacdo entre FTO/LEPr
precisa ser amplamente investigada, bem como as associagcdes desses genes com o controle

alimentar. Hipoteticamente, um distUrbio nesses genes associados ao controle alimentar no
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hipotalamo, poderia estar associado a transtornos alimentares, como o transtorno de compulséo
alimentar periédica (TCAP).

O TCAP caracteriza-se pela ingestdo de grande quantidade de comida em até duas horas,
acompanhada da sensacéo de perda de controle sobre 0 que ou 0 quanto se come. Os episddios
ocorrem pelo menos uma vez por semana, por pelo menos trés meses, associados a algumas
caracteristicas de perda de controle e acentuado sofrimento devido a compulsdo. Além disso,
ndo sdo acompanhados de comportamentos compensatorios dirigidos para a perda de peso. Os
episédios de compulsdo alimentar estdo associados com trés (ou mais) das seguintes
caracteristicas:

1. Comer muito mais rapidamente do que o normal.

2. Comer até sentir-se desconfortavelmente cheio.

3. Comer grandes quantidades de comida quando ndo se sentir fisicamente com fome.

4. Comer sozinho, por se sentir envergonhado por quanto se estd comendo.

5. Sentimento de nojo consigo mesmo, deprimido ou muito culpado apés compulsdo
(35).

O TCAP é mais prevalente em obesos do que na populacdo em geral. No Brasil, a
prevaléncia de TCAP para a populacdo varia de 5% a 8,5%, nos estudos mais recentes que
realizaram essa avaliacdo (36,37). Ja os estudos que estimam a prevaléncia do TCAP em
obesos, observam valores variando de 15 a 50% deste TA, em suas amostras (38,39). Apds a
alteracdo dos critérios do DSM 1V para o DSM V, essas prevaléncias podem ser, ainda,
superiores (40).

N&o obstante a conexdo hipoteticamente relevante entre TCAP e genética ndo apresenta,
até o presente momento, nenhum dado. Uma melhor compreensédo dessas associagdes poderia
contribuir para elucidar a génese da obesidade morbida, bem como propor formas de identificar
esses pacientes.

Assim, 0 objetivo dessa tese de doutorado é estudar as associagdes entre polimorfismos
de interesse e o transtorno de compulséo alimentar periddica em pacientes obesos. Para tanto,
realizou-se uma revisao sistematica para analisar quais os principais polimorfismos do receptor
de leptina que poderiam estar envolvidos na obesidade (Artigo 1). Apds, realizou-se um estudo
de associagdo desses SNPs com o transtorno de compulséo alimentar periddica (artigo 2).
Ainda, aprofundou-se o estudo dessa associacéo, incluindo-se o polimorfismo do gene do FTO,
e identificando associa¢bes com consumo alimentar que poderiam explicar melhor o TCAP

(artigo 3).
13



126

127
128

129
130

131
132
133

134
135
136

137
138

139
140

141
142

143
144

145
146

147
148

149
150
151

152
153
154

155
156

157
158
159

160

Referéncias

1.Skolnik NS, Ryan DH. Pathophysiology, epidemiology, and assessment of obesity in adults.
J Fam Pract. 2014 Jul;63(7):S3-S10.

2.Farooqi IS. Defining the neural basis of appetite and obesity: from genes to behaviour. Clin
Med. 2014 Jun;14(3):286-9

3.Vigitel Brasil 2016: vigilancia de fatores de risco e protecdo para doencas crdnicas por
inquérito telefénico / Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Salde. — Brasilia:
Ministério da Saude, 2017.

4.IBGE, Diretoria de Pesquisas, Coordenacdo de Trabalho e Rendimento, Pesquisa de
Orcamentos Familiares. Antropometria e estado nutricional de criancas, adolescentes e adultos
no Brasil. 2008-2009.

5.WHO/FAO. Obesity and overweight. Fact sheets. Atualizado em Maio de 2017. Disponivel
em: http://www.who.int/mediacentre/en/ Acesso em Maio de 2017.

6.Park H-K, Ahima RS, Physiology of leptin: energy homeostasis, neuroendocrine function and
metabolism. Metabolism. 2015 Jan;64(1):24-34

7.Allison MB, Myers MG Jr. 20 years of leptin: connecting leptin signaling to biological
function. J Endocrinol. 2014 Oct;223(1):T25-35.

8.Rosenbaum M, Leibel RL. 20 years of leptin: role of leptin in energy homeostasis in humans.
J Endocrinol. 2014 Oct;223(1):T83-96.

9.Morton GJ, Cummings DE, Baskin DG, Barsh GS, Schwartz MW. Central nervous system
control of food intake and body weight. Nature. 2006 Sep 21;443(7109):289-95.

10.Minzberg H, Morrison CD. Structure, production and signaling of leptin. Metabolism. 2015
Jan;64(1):13-23.

11.Tabassum R, Mahendran Y, Dwivedi OP, Chauhan G, Ghosh S, Marwaha RK, et al.
Common variants of IL6, LEPR, and PBEF1 are associated with obesity in Indian children.
Diabetes. 2012; 61(3):626-31.

12.Lu J, Zou D, Zheng L, Chen G, Lu J, Feng Z. Synergistic effect of LEP and LEPR gene
polymorphism on body mass index in a Chinese population. Obes Res Clin Pract.
2013;7(6):e445-9.

13.Costa V, Casamassimi A, Ciccodicola A. Nutritional genomics era: opportunities toward a
genome-tailored nutritional regimen. J Nutr Biochem. 2010;21(6):457—-67.

14.Chua SC Jr, White DW, Wu-Peng XS, Liu SM, Okada N, Kershaw EE, Chung WK, Power-
Kehoe L, Chua M, Tartaglia LA, Leibel RL. Phenotype of fatty due to GIn269Pro mutation in
the leptin receptor (Lepr). Diabetes. 1996 Aug;45(8):1141-3.

15.Thompson DB, Ravussin E, Bennett PH, Bogardus C. Structure and sequence variation at

14



161
162

163
164
165
166
167
168

169
170
171

172
173
174
175
176
177
178
179

180
181

182
183

184
185
186
187

188
189

190
191

192
193

194
195
196
197
198

199

the human leptin receptor gene in lean and obese Pima Indians. Hum Mol Genet. 1997
May;6(5):675-9.

16.National Center for Biotechnology Information. Catalog of nucleotide changes for human
and other model organisms. Disponivel em:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cqi?rs=1137101;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cqi?rs=1137100;
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cqi?rs=1805094; Acesso em fevereiro de
2016.

17.Mars M, van Rossum CTM, de Graaf C, Hoebee B, De Groot LCPGM, Kok FJ. Leptin
responsiveness to energy restriction: genetic variation in the leptin receptor gene. Obes Res
[Internet]. 2004;12(3):442-4.

18. Frayling TM, Timpson NJ, Weedon MN, Zeggini E, Freathy RM, Lindgren CM, Perry JRB,
Elliott KS, Lango H, Rayner NW, Shields B, Harries LW, Barrett JC, Ellard S, Groves CJ,
Knight B, Patch AM, Ness AR, Ebrahim S, Lawlor DA, Ring SM, Ben-Shlomo Y, Jarvelin
MR, Sovio U, Bennett AJ, Melzer D, Ferrucci L, Loos RJF, Barroso I, Wareham NJ, Karpe F,
Owen KR, Cardon LR, Walker M, Hitman GA, Palmer CNA, Doney ASF, Morris AD, Smith
GD, The Wellcome Trust Case Control Consortium, Hattersley AT, McCarthy MI. A common
variant in the FTO gene is associated with body mass index and predisposes to childhood and
adult obesity. Science 2007; 316: 889-894.

19. Scuteri A, et al. Genome-wide association scan shows genetic variants in the FTO gene are
associated with obesity-related traits. PLoS Genet. 2007 Jul; 3(7):e115.

20. Loos RJ, Bouchard C. FTO: the first gene contributing to common forms of human obesity.
Obes Rev. 2008 May;9(3):246-50.

21. National Center for Biotechnology Information. Catalog of nucleotide changes for human
and other model organisms. Disponivel em:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=9939609 Acesso em fevereiro de
2017

22. Speakman JR. The 'Fat Mass and Obesity Related' (FTO) gene: Mechanisms of Impact on
Obesity and Energy Balance. e Curr Obes Rep. 2015 Mar;4(1):73-91.

23. Ruth J.F. Loos, Giles S.H. Yeo. The bigger picture of FTO — the first GWAS-identified
obesity gene. Nat Rev Endocrinol. 2014 Jan; 10(1): 51-61

24. Yang Q, Xiao T, Guo J, Su Z. Complex Relationship between Obesity and the Fat Mass
and Obesity Locus. Int J Biol Sci. 2017 May 15;13(5):615-629

25. Giovanni Castellini, Marica Franzago, Silvia Bagnoli, Lorenzo Lelli, Michela Balsamo,
Milena Mancini,Benedetta Nacmias, Valdo Ricca, Sandro Sorbi, Ivana Antonucci, Liborio
Stuppia, and Giovanni Stanghellini. Fat mass and obesity-associated gene (FTO) is associated
to eating disorders susceptibility and moderates the expression of psychopathological traits.
PLoS One. 2017; 12(3): e0173560.

26. Marian Tanofsky-Kraff, Joan C Han, Kavitha Anandalingam, Lauren B Shomaker, Kelli M
15


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1137101
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1137100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_ref.cgi?rs=1805094

200
201
202

203
204
205

206
207
208

209
210
211

212
213
214

215
216
217

218
219
220

221
222
223
224
225

226
227
228
229

230
231

232
233
234

235
236
237

Columbo, Laura E Wolkoff, Merel Kozlosky, Camden Elliott, Lisa M Ranzenhofer, Caroline
A Roza, Susan Z Yanovski, and Jack A Yanovski. The FTO gene rs9939609 obesity-risk allele
and loss of control over eating. Am J Clin Nutr. 2009 Dec; 90(6): 1483-1488.

27. Tao H, Qibin Q, Yanping L, Hu FB, Bray GA, Sacks FM, et al. FTO genotype, dietary
protein, and change in appetite: the Preventing Overweight Using Novel Dietary Strategies trial.
American Journal of Clinical Nutrition. 2014; 99: 1126-30.

29. Wardle J, Carnell S, Haworth CM, Farooqi IS, O’Rahilly S, Plomin R. Obesity associated
genetic variation in FTO is associated with diminished satiety. J Clin Endocrinol Metab. 2008;
93:3640-3643.

29. Gerken T, Girard CA, Tung YL, Webby CJ, Saudek V, Hewitson KS, et al. The obesity-
associated FTO gene encodes a 2-oxoglutarate-dependent nucleic acid demethylase. Science
2007;318 (5855):1469-1472.

30. Qi L, Kang K, Zhang C, et al. Fat mass-and obesity-associated (FTO) gene variant is
associated with obesity: longitudinal analyses in two cohort studies and functional test. Diabetes
2008;57:3145-51.

31. Church C, Moir L, McMurray F, Girard C, Banks GT, Teboul L, Wells S, Briining JC,
Nolan PM, Ashcroft FM, Cox RD.. Overexpression of FTO leads to increased food intake and
results in obesity. Nat Genet. 2010;42:1086-92.

32. Do R, Bailey SD, Deshiens K, Belisle A, Montpetit A, Bouchard C, Pérusse L, Vohl MC,
Engert JC. Genetic variants of FTO influence adiposity, insulin sensitivity, leptin levels, and
resting metabolic rate in the Quebec Family Study. Diabetes. 2008;57:1147-50.

33. Labayen I, Ruiz JR, Ortega FB, Dallongeville J, Jiménez-Pavon D, Castillo MJ, De Henauw
S, Gonzélez-Gross M, Bueno G, Molnar D, Kafatos A, Diaz LE, Meirhaeghe A, Moreno LA.
Association between the FTO rs9939609 polymorphism and leptin in European adolescents: a
possible link with energy balance control. The HELENA study. Int J Obes (Lond). 2011
Jan;35(1):66-71.

34. Stratigopoulos G, LeDuc CA, Cremona ML, Chung WK, Leibel RL. Cut-like homeobox 1
(CUX1) regulates expression of the fat mass and obesity-associated and retinitis pigmentosa
GTPase regulator-interacting protein-1-like (RPGRIP1L) genes and coordinates leptin receptor
signaling. J Biol Chem. 2011;2011;286:2155-7.

35.American Psychiatric Association. Diagnostic and statistical manual of mental disorders 5th.
In: 2 ed. 2013. p. 970.

36.Mascarenhas MTL, de Almeida MMG, Aradjo TM De, Prisco APK. Transtornos
alimentares na populacao de 20 a 59 anos de Feira de Santana ( BA ), 2007. Cad Saude Colet.
2011;19(2):179-86.

37.Prisco APK, de Araujo TM, de Almeida MMG, Santos KOB. [Prevalence of eating disorders
in urban workers in a city of the northeast of Brazil]. Prevalencia transtornos Aliment em Trab
urbanos Munic do Nord do Bras [Internet]. 2013;18(4):1109-18.

16



238
239
240

241
242
243

244
245
246
247

38.Horvath JDC, Kops NL, Dias de Castro ML, Friedman R. Eating Behaviors Food
consumption in patients referred for bariatric surgery with and without binge eating disorder .
2015;19:10-3.

39.Mitchell JE, King WC, Courcoulas A, Dakin G, Elder K, Engel S, et al. Eating behavior and
eating disorders in adults before bariatric surgery. Int J Eat Disord [Internet]. 2015;48(2):215—
22.

40.Marek RJ, Ben-Porath YS, Ashton K, Heinberg LJ. Impact of using DSM-5 criteria for
diagnosing binge eating disorder in bariatric surgery candidates: Change in prevalence rate,
demographic characteristics, and scores on the minnesota multiphasic personality inventory - 2
restructured form (MMPI-2-RF). Int J Eat Disord [Internet]. 2014;47(5):553-7.

17



© 00 N oo o1 A~ w0 -

N N S N S T T o o e
O ©O© 0o N oo o A W N - O

Capitulo I

O Receptor da Leptina e seu impacto na Obesidade: Revisao

Sistematica

Jaqueline Driemeyer Correia Horvath %3

Mariana Laitano Dias de Castro Heredial®

Rogério Friedman 134

1 Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias Médicas: Endocrinologia-UFRGS
2 Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude — Graduagdo em Nutrigdo - UCS
3 Servico de Endocrinologia — Hospital de Clinicas de Porto Alegre — HCPA
4 Departamento de Medicina Interna— FAMED-UFRGS

Endereco para correspondéncia:

Jaqueline Driemeyer Correia Horvath

Universidade de Caxias do Sul

Centro de Ciéncias da Saude - Graduagdo Nutri¢do

Campus Sede: Rua Francisco Getulio Vargas, 1130 - CEP 95070-560 - Caxias do Sul
Fone: (+5554) 3218-2100

Cel: (+5551) 94159474

Email: nut.jaquelinehorvath@agmail.com

18


mailto:nut.jaquelinehorvath@gmail.com

21

22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50

Resumo

A frequéncia de obesidade continua aumentando a cada ano, fato grave, devido a
associagdo dessa doenca a diversas comorbidades. Fatores genéticos desempenham um papel
importante na etiologia da obesidade, especialmente em relacdo as variantes do receptor de
leptina. O LEPr se encontra em uma das principais vias de sinalizacdo do caminho bioldgico
relacionado a obesidade; no entanto, essa associacao ainda apresenta resultados contraditorios,
em diferentes populagdes. Assim, devido a falta de uma evidéncia definitiva em relagdo ao
papel do LEPr na obesidade em humanos e sobre quais os principais SNPs envolvidos nessa
relacdo, propde-se essa revisao, que tem como objetivo elucidar a associacao dos polimorfismos
do receptor da leptina a obesidade, em pacientes com excesso de peso ou obesos. Métodos: A
revisdo foi realizada seguindo os critérios do PRISMA, abrangendo os artigos publicados até
outubro de 2016 nas bases de dados Pubmed, Science Direct e Google Scholar, utilizando-se
0s seguintes unitermos: OBR, CD295, LEPr ou leptin receptor e morbid obesity ou morbidly
obese. Resultados: Foram encontrados 201 artigos, sendo realizada uma primeira revisao de
titulos e resumos; apds consenso, foram selecionados, na triagem, 59 artigos das bases de dados,
tendo todos esses suas referéncias analisadas. Uma nova triagem, a partir das referéncias,
identificou outras 59 publicacdes, de onde foram selecionados 29 artigos adicionais. Portanto,
um total de 88 artigos foram incluidos para a segunda revisdo (elegibilidade), onde foram
excluidos, ap6s consenso, 61 publicacBes. Foram incluidos 27 estudos, totalizando uma amostra
de 6.710 pacientes obesos ou com sobrepeso analisados. Essa amostra € composta por
individuos de ambos os sexos, de diversas nacionalidades (ingleses, japoneses, belgas,
brasileiros, espanhdis, taiwaneses, turcos, tunisianos, holandeses, mexicanos, tchecos,
americanos, romenos, poloneses, gregos) e etnias (caucasianos, latinos, asiaticos, aborigenes),
com idades variando de 12 a 80 anos. Os SPNs mais citados sdo GIn223Arg (rs1137101),
Lys109Arg (rs1137100), Lys656Asn (rs8179183) e Pro1019Pro (rs1805096), respectivamente.
Muitos estudos epidemioldgicos e clinicos foram realizados para investigar a associacao entre
polimorfismos do gene LEPr e obesidade, em geral, demonstrando a limitada influéncia do
gene. Embora ndo possamos demonstrar evidéncias robustas para a associa¢do desse gene a
obesidade, acreditamos que essas variantes possam ter uma associacdo com fendtipos

intermediarios, sendo, portanto, fatores importantes para serem avaliados em pacientes de risco.
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Introducéao

No mundo todo, 0 excesso de peso aumenta de forma exponencial. A proporcdo de
adultos com um indice de massa corporal (IMC) de 25 kg/m?2 ou superior aumentou entre 1980
e 2013 de 28,8% para 36, 9% nos homens, e de 29,8% a 38,0%, em mulheres (1). O mesmo
cenario pode ser observado quando se trata de obesidade morbida, caracterizada por um
IMC > 40 kg/m?, que também apresentou um aumento na sua prevaléncia, nos ultimos 30 anos
(2). A obesidade est4 associada com muitas doengas cronicas graves, como diabetes tipo 2
(DM2), hipercolesterolemia, hipertensdo ou doencas cardiacas, e esta diretamente relacionada
ao aumento da mortalidade e a uma expectativa de vida reduzida (3).

Especula-se que a principal causa desta epidemia seja um ambiente "obesogénico”, que
engloba uma alta ingestdo de calorias provenientes particularmente de aglcares e gordura (4).
Somado a isso, acredita-se que fatores genéticos desempenham um papel importante na
etiologia da obesidade. Com base em estudos individuais e em amostras de familias, a variacdo
do indice de massa corporal atribuivel ao fator genético pode impactar em 40% a 70% no valor
do IMC (5,6).

Um gene comumente estudado quando se trata de obesidade é o gene do receptor de
leptina (LEPT), pois ele estaria em uma das principais vias de sinalizacdo do caminho biolégico
relacionado a obesidade. O estudo da sinalizacéo da leptina, que exerce o seu efeito fisioldgico
através da ligacdo ao LEPr, ainda apresenta resultados contraditorios, em diferentes populacdes,
guando associado a obesidade (7 - 13).

O LEPr é uma proteina transmembrana que pertence a classe | da familia de receptores
de citocinas. E expresso, principalmente, no sistema nervoso central, mas também é encontrado
em outros 6rgdos (14). A ligacdo da leptina em seu receptor ativa o transdutor de sinal e o
ativador de transcricdo-3 (STATS3), inclusive em neurdnios dopaminérgicos que sao essenciais
para o controle do comportamento relativo ao sistema de recompensa alimentar (15).

Assim, devido a falta de uma evidéncia definitiva em relacdo ao papel do LEPr na
obesidade em humanos, bem como quais seriam os principais SNPs envolvidos nessa relagéo,
propOe-se essa revisdo, que tem o objetivo de elucidar a associagdo dos polimorfismos do

receptor da leptina a obesidade, em pacientes com excesso de peso ou obesos.

Meétodos

A revisdo foi realizada abrangendo os artigos publicados até outubro de 2016 nas bases
de dados Pubmed, Science Direct e Google Scholar, utilizando-se os seguintes unitermos: OBR,
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CD295, LEPR ou leptin receptor e morbid obesity ou morbidly obese, seguindo os critérios do
PRISMA (16).

Foram incluidos estudos de acordo com os seguintes critérios: estudos realizados em
humanos, avaliando SNPs do receptor de leptina com desfecho relacionado a marcadores de
obesidade (indice de adiposidade corporal, peso, densitometria 6ssea, circunferéncia da cintura,
entre outros), sendo incluidos somente estudos de associacdo realizados com pacientes com
excesso de peso ou obesos. Foram excluidos os estudos experimentais em modelo animal ou in
vitro, que ndo tinham o desfecho de interesse ou que ndo analisavam o receptor de leptina, que
analisavam associacdes de SNPs de genes diferentes, aqueles que avaliavam mutacdes raras ou
estudos de base familiar. Também ndo foram incluidos estudos publicados em idiomas
diferentes do inglés, portugués ou espanhol.

Todos os estudos selecionados apds a triagem foram lidos na integra e, novamente,
revistos os critérios de inclusdo e exclusdo. A revisdo foi conduzida por dois revisores
independentes e 0 consenso era alcangado por discusséo. As listas de referéncias de todos 0s
estudos selecionados na primeira triagem foram examinadas para identificar estudos nédo
encontrados através da busca nas bases de dados. As referéncias selecionadas foram verificadas

por titulo e resumo para a triagem, e incluidas caso preenchessem todos os critérios de incluséao.

Resultados

Foram encontrados 201 artigos, sendo realizada uma primeira revisdo de titulos e
resumos; apos consenso, foram selecionados 59 artigos das bases de dados, tendo todos esses
suas referéncias analisadas. Uma nova triagem, a partir das referéncias, identificou outras 59
publicacGes; destas, foram selecionados 29 artigos adicionais. Portanto, um total de 88 artigos
foram incluidos para a segunda revisao (elegibilidade), onde foram excluidos, ap6s consenso,

61 publicacbes. A figura 1 detalha o fluxo de selecdo de estudos.
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Figura 1 — Diagrama de Sele¢do de Estudos
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A partir da selecdo, foram incluidos 27 estudos (17 - 44), totalizando uma amostra de
6.710 pacientes obesos ou com sobrepeso analisados. Essa amostra é composta por individuos
de ambos os sexos, de diversas nacionalidades (ingleses, japoneses, belgas, brasileiros,
espanhois, taiwaneses, turcos, tunisianos, holandeses, mexicanos, tchecos, americanos,
romenos, poloneses, gregos) e etnias (caucasianos, latinos, asiaticos, aborigenes) com uma
idade variando de 12 a 80 anos. Um sumério dos estudos incluidos nessa revisdo encontra-se
na tabela 1.

Acerca da associa¢do dos SNPs do LEPr & obesidade: dos 27 artigos incluidos, 14 ndo
referem associagdes entre qualquer SNP avaliado e pardmetros associados & obesidade entre
pacientes com sobrepeso/obesos e controles (eutréficos); 13 apresentam alguma associagdo. A

tabela 2 detalha os estudos incluidos.
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Tabela 1. Sumario dos estudos incluidos na revisdo

Autor/ano Delineamento Populacdo/Etnia  Amostra/n Génerot  ldade! IMCt
(M/F) (Anos) (Kg/m?)
Gotoda/1997 Caso-Controle Ingleses/ 190 Obesos/ & 40 - 64 Obesos >
@an Caucasianos 132 controles 28
Magros <
22
Matsuoka/1997 Caso-Controle Japoneses 47 Obesos 3 9 41,9+16,6 35,1+6,5
(18) 68 Controles
Quinton/2001 Transversal Ingleses/ 220 ? Pés 67,7+05 26,9+0,3
(19) Caucasianos menopausa
Yiannakouris/  Transversal Gregos/ 120 38 56 17,7£1,7 >25
2001 (20) Mediterraneos Q62
Wauters/2001  Transversal Belgas/ 280 mulheres @ 18 - 60 >25
(21) Caucasianos sobrepeso €
obesidade
Mattevi/2002 Transversal Brasileiros/ 336 34153 ND >25
(22) Caucasianos Estratificado 9183
pelo IMC
van Rossum, Transversal Holandeses/ 286 aumento & 134 20-40 > 14 Ko/
2002 (23) Caucasianos duas de peso Q 152 anos
Coortes(6-8 anos) 296 controles
Guizar- Caso-controle  Mexicanos 55 obesos 3435 12 -17 > Percentil
Mendoza, 2005 48 controles 920 95
(24)
Portolés, 2006 Caso-Controle Espanhois/ 303 Obesos 4101 18 -70 >30
(25) Mediterraneos 606Controles 2 202
Wang, 2006 Caso-Controle Aborigenes [ 226 obesos 375 59,1+129 > 27
(26) Taiwaneses 182 controles @151
Duarte, 2007 Caso-Controle Brasileiros/Etnias 200 Obesos 360 18-71 > 30
(27) Diversas 150 ontroles 9140
Mergen, 2007 Caso-Controle Turcos 262 Obesos & 103 42,8+12,9 39,0+0,35
(28) 138 controles @ 159
Bienertova- Caso- Tchecos/ 125 obesos/ 3 36 20- 70 >30
Vasku, 2008 Controle Caucasianos 60 controles @ 89
(29)
Ben Ali, 2009 Caso-Controle Tunisianos/ 391 Obesos/ &' 175 43.6+12.2 39,6 +6,7
(30) Avrabes 302Controles @ 216
De Luis, 2009 Transversal Espanhois 41 PB 39 42,8+12,9 46,8+ 6,32
(31) Q32
Marti, 2009 Caso-Controle Espanhois 159 obesos 420 42,4+105 >30
(32) 154 controles 139
Pyrzak, 2009 Caso-Controle Poloneses 101 Obesos 343 12 -18 31,41+5,03
(33) 44 controle Q58
Bienertova- Caso-Controle  Tchecos/ 64 obesos/ 313 18-73 > 40
Vasku, 2010 Caucasianos 64 controles @51
(34)
Constantin, Transversal Romenos 108 obesos 330 51+7 37.3+5.7
2010 (35) Q78
Furusawa, Transversal llhas do Pacifico/ 745 ND ND >30
2010 (36) Melanésia,
Polinésia,
Micronésia
Sarzynshi Coorte Caucasianos — 10 1443 PB Je? 37 - 60 4 >34
2011 (37) anos de Q> 38
seguimento
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Tabela 1- Continuacéo

Autor/ano Delineamento Populacdo/Etnia  Amostra/n Género!  ldade! IMCt
(M/F) (Anos) (Kg/m?)

Boumaiza 2012 Caso-controle  Tunisianos 160 obesos ND 47,9+11,2 >30

(38) 169 controles

Komsu-Ornek, Caso-controle  Turcos 92 obesos 3 44 11,3+0,3 28,8+0,5

2012 (39) 99 controles @ 48

Carpenter, Transversal Americanos 80 obesos 321 53,3+155 43,3+125

2013 (40) Q59

Oliveira, 2013 Caso-Controle Brasileiros/ 148 obesos 329 30- 80 34,8+4.8

(41) Caucasianos 178 controles 9 119

Luperini, 2015 Caso-Controle Brasileiros/ 300 obesos Q 33,4+6,51 45,69+ 5,8

(42) Caucasianos 300 controles

Chavarria- Caso-Controle  Mexicanos/ 228 Obesos ' 82¢ 18 — 68 > 25

Avila, 2015 (43) Mestigos 154 controles @ 146

1 Dados relativos a amostra de pacientes com sobrepeso/obesidade. 2.IMC pré-operatério (caso estudo
fosse de pacientes bariatricos). ND: Nao descrito no artigo original; PB: Pés Cirurgia Bariatrica.

Gotoda e colaboradores observaram que a variante Lys/Lys do Lys656Asn estaria
associada a um menor IMC em individuos com peso normal (17). J& Guizar-Mendoza e
colaboradores referem que na avaliacdo entre os gendtipos de individuos obesos houve
diferencas no percentual de gordura corporal, sendo esses percentuais maiores no genoétipo
GIn223GIn (AA) p=0,02 (24). O achado de Ben Ali e colaboradores foi similar: um maior IMC
foi observado em homens portadores do genétipo GIn223GIn (AA) p=0,007 (30).

Outros estudos ndo observaram diferencas nas frequéncias alélicas e genotipicas dos
SNPs entre obesos e eutréficos, mas demostraram associagoes entre variantes dos SNPs e outros
fatores que podem se associar a obesidade, como baixo nivel de leptina no plasma (29,30),
maior consumo alimentar & noite (34), maior glicemia e alteragdes lipidicas (35) (tabela 2).
Ainda, a variante polimorfica Arg223Arg (GG) apresenta um possivel envolvimento desse
polimorfismo na regulacdo da ritmicidade circadiana (34).

Os SPNs de mais estudados sdo GIn223Arg (rs1137101), Lys109Arg (rs1137100),
Lys656Asn (rs8179183) e Pro1019Pro (rs1805096). O SNP GIn223Arg é analisado em 24
artigos, seguido do Lys109Arg, estudado em nove publicacdes, e Lys656Asn, analisado em
oito estudos; Pro1019Pro (rs1805096) foi avaliado em quatro publica¢fes. Apenas dois estudos
avaliaram o SNP Ser343Ser (17,32) e um estudo avaliou uma variante em um intron rs9436740
(37).
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Tabela 2. Associacdo dos SNPs do LEPr com Obesidade

Autor/ano
Gotoda/1997
(17)

Matsuoka/1997
(18)

Quinton/2001
(19)
Yiannakouris/
2001 (20)

Wauters/2001
(21)

Mattevi/2002
(22)

Rossum/2002
(23)

Guizar-
Mendoza/2005
(24)

Portolés/2006
(25)

SNPs
Lys109Arg
GIn223Arg
Ser343Ser
Lys656Asn
Pro1019Pro
Lys109Arg
GIn223Arg
Pro1019Pro
Lys656Asn
GIn223Arg

Lys109Arg
GIn223Arg
Lys656Asn

Lys109Arg
GIn223Arg
Lys656Asn

GIn223Arg
Pro1019Pro

Lys109Arg
GIn223Arg
Lys656Asn
GIn223Arg
Pro1019Pro

GIn223Arg

FA ou FG - variante polimdrfica (%0)
FA: 27%, 44%, 18%, 18%, 38%, respectivamente.

FA: 82%, 87%, 88%, 10%, respectivamente.

FA: 40%

FA: 15,5% 37,9% e 25,9% respectivamente.

FA: 28%, 48%, 18% respectivamente.

FA: 45% e 37% respectivamente.

ND

FA: 33% e 69%, respectivamente.

AG: 45%
GG: 89%

FA: 31%

P 1 - Resultados principais
NS - No Lys656Asn a presenca do alelo selvagem em homozigose (Lys/Lys) esta
associada a um menor IMC somente em individuos magros ( p= 0,017).

NS

P=0,007 - Alelo A (AA ou AG - selvagem/ GIn223) era associado a um maior IMC.

223Arg (GG) associado ao sobrepeso. P=0,02 (Modelo Co-Dominante)

Maior prevaléncia de homozigotos GG entre os individuos com sobrepeso/obesos, sendo
mais provavel o padrdo de heranca recessivo p=0,01. Além disso, o polimorfismo
GIn223Arg foi um preditor significativo de 5% da variabilidade da composicéo corporal.

Lys656Lys associado com menor CQ (p=0,03) e GIn223(AA) associado com maior
GA.(p=0,04). Apds a menopausa as associacdes eram mais significativas, GIn223 (AA)
parece ter em média 64cm? mais gordura abdominal do que 223Arg .p=0,03.

P<0.013 (diferenga genotipica) e p=0,009 (diferenca alélica).
Entre gendtipos, ha uma tendéncia de um IMC maior encontrado no 223Arg.

NS - Referem diferencas entre GIn223Arg nas mulheres, mas ndo ha significancia
estatistica. Frequéncia alélica ndo € descrita, apenas a genotipica separada por género.

NS - N&o houve diferengas analisando pacientes obesos Vs pacientes ndo obesos. Quando
foram avaliadas as diferengas entre os genotipos de obesos foi observado maior percentual
de gordura no genotipo GIn223GIn ou AA (selvagem) p=0,02.

P: 0,047 OR = 0,62; IC 95%: 0,39-0,99. GIn223 (AA) foi associado com a obesidade em
um modelo recessivo (0,047). A associacdo entre GIn223 e obesidade permaneceu
significativa mesmo ap6s o ajuste adicional para a educagdo, tabagismo, consumo de
alcool, atividade fisica e origem o paciente obeso.
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Tabela 2. Continuacgéo

Wang/2006 (26)

Duarte/2007
(27)

Mergen/2007
(28)

Bienertova-
Vasku/2008 (29)

Ben Ali/2009
(30)

De  Luis/2009
(31)

Marti/2009
(32)

Pyrzak/2009
(33)

Bienertova-
Vasku/ 2010
(34)
Constantin/2010
(39)

GIn223Arg

GIn223Arg

GIn223Arg

GIn223Arg

GIn223Arg

Lys656Asn

Lys109Arg
GIn223Arg,
Ser343Ser

Lys656Asn
GIn223Arg

GIn223Arg

GIn223Arg

AG 16,7 % obesos graves e AG

moderados

AG:
GG:

AG:
GG:

AG:
GG:

AG:
GG:

50%
14%

62%
38%

53,6%
19,2%

50,6%
15,3%

19,1% obesos

19,5 % Lys656/Asn656 ou Asn656/Asn656

40%, 52,7%, ND e 27,6%, respectivamente.

AG:
GG:

AG:
GG:

AG:
GG:

55,4%
23,8%

33%
12%

54,6%
18,51%

NS - A amostra de pacientes com IMC acima de 35 era pequena, apenas 30 pacientes. Na
amostra praticamente ndo havia pacientes com o genotipo GG (apenas 1 individuo).

P= 0,05 (Modelo Co-Dominante) p= 0,03 (modelo dominante). NS Modelo recessivo.
73% dos pacientes obesos tinham os genotipos AG/GG (Modelo dominante).
Combinacéo dos haplétipos LEP ¢.-2548G>A e LEPR p.Q223R aumenta 58% o risco de
Obesidade.

P<0,05. No grupo de obesos a frequéncia do alelo mutante 223Arg (GG) é maior. Ha
diferenca no equilibro de Hardy Weinberg.

NS - 223Arg (G) era associado a baixos niveis de leptina sérica em obesos.

NS - N&o houve diferengas significativas nas frequéncias do polimorfismo GIn223Arg
entre pacientes obesos e individuos com peso normal. Mas 223Arg (GG) apresentava
menor nivel de leptina no plasma (p= 0,009) e apresenta menor IMC em homens obesos
(p=0,007) comparado aos homozigotos (AA).

p<0,05- Usaram somente o modelo dominante. A perda de peso no grupo polimérfico foi
maior, mas o0 peso inicial também era mais elevado nesse grupo. N&o houve diferengas

entre 0s grupos nos demais parametros.

NS

NS

NS - 223Arg (G) associado maior risco de desenvolver pressdo elevada. Além disso,
pacientes com o genotipo GG apresentam maior consumo alimentar na janta. (p=0,005).

NS - Entretanto, os portadores do alelo G tinham aumentados niveis de glicose total de
jejum (p = 0,040), triglicerideos (p = 0,017), e diminuic¢do dos niveis de HDL (p = 0,035).
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Tabela 2. Continuacéo

Furusawa/2010
(36)

Sarzynshi/2011
(37)
Komsu-Ornek/
2012 (38)
Boumaiza/2012
(39)

Carpenter/2013
(40)

Oliveira/2013
(41)

Luperini/2015
(42)

Chavarria-
Avila/2015 (43)

GIn223Arg
Lys109Arg

Rs 9436740

GIn223Arg

GIn223Arg

Lys109Arg

Lys109Arg
GIn223Arg
Lys656Asn

GIn223Arg

GIn223Arg

FA: de 75% a 87% e de 22,9% a 42,4%,
conforme etnia, respectivamente.

ND

ND

AG: 41,8%
GG: 21,88%
AG: 37,5%
AA: 56,3%

FA: 37,8%, 37,5% e 30,7% respectivamente.

AG: 47,2%

GG: 30%

Obesos AG: 61%; GG 20,7%
Sobrepeso AG: 57,6%; GG 17,1%

GIn223 foi associado com o peso corporal, IMC, e obesidade (P<0,001).

A obesidade foi encontrada mais frequentemente nos polinésios e menos em melanésios.
O gendtipo GIn223 aumenta o risco de obesidade em comparagdo com o genotipo
Arg223Arg (OR = 1,80, IC 95% 1,06-3,07, P = 0,0296). GIn223 é um fator para o peso
corporal (P =0.0010), IMC (P = 0.0045), e obesidade (P = 0.0026).

P=0,0104 - Associado com maior perda de peso.
NS

223Arg (GG) era associado com maior obesidade (OR:1.74 p:0,037) em pacientes com
sobrepeso. Ainda foi associado com maior IMC, consumo energético, glicemia,
insulinemia e alterac6es no perfil lipidico (p<0,05).

NS - Mas quando em associagdo com o genétipo A2/A2DrD2 TAgl da dopamina,
apresenta IMC associado a valores elevados.

LEPR Argl09Arg apresentavam menor risco de obesidade (p:0,007), enquanto 223Arg
(G) associados a maior CC (p: 0,047). SNPs sdo associados com obesidade,
hiperleptinemia e perfil lipidico aterogénico sugerindo seu papel potencial para a
resisténcia a leptina e risco cardiovascular.

NS

Diferenca entre genétipos de pacientes controles (eutr6ficos), sobrepesos e obesos
(p:0,0197). Também observada diferenga entre os fenétipos de IMC>25 e <25 (p:0,005).
Percentual de gordura é menor no 223Arg (GG).

1 Diferenca entre as frequéncias de Obesos/Sobrepeso e N&o obesos. CQ: Circunferéncia do Quadril; GA: Gordura Abdominal; IMC: Indice de Massa Corporal; CC:
Circunferéncia da cintura; FA: Frequéncia alélica (%). NS: N&o Significativo; ND: Nao Descrito
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Discussao

O acervo examinado nesta revisdo ndo permitiu esclarecer se existe uma associagao
robusta entre SNPs do LEPr e obesidade. Outras revisdes falharam em esclarecer essa questao.
Heo e colaboradores relataram falta de associacdo com o IMC ou circunferéncia da cintura em
duas revisdes desse grupo (9,13). Uma terceira revisao, de estudos casos-controle, também néo
encontrou associacdo de variantes polimorficas do LEPr com obesidade e IMC ou outros
pardmetros antropométricos (12). Mais recentemente outras duas revisdes referem que a
associacdo € inconclusiva, de forma similar a este artigo (7,10). Ja Yu e colaboradores concluem
gue ndo existem associacOes entre LEPr e obesidade. No entanto, fazem uma ressalva de que
estes resultados "nulos” eram de pequeno poder devido a um tamanho de amostra coletivo
pequeno, e que a analise de estudos de caso-controle adicionais, com amostras maiores, poderia
fornecer outros esclarecimentos (11).

A falta de associacgdo entre algumas variantes polimérficas do LEPr e obesidade pode
ser devida a patogénese complexa dessa doenca, que envolve um grande nimero de fatores
genéticos e ambientais (7, 9-13). Além disso, muitos estudos apresentam baixo poder para
detectar pequenos efeitos. O papel da selecdo natural também deveria ser abordado (7,10,11).

E possivel que estes resultados conflituosos possam ser, também, devido as diferencas
de etnias das amostras estudadas, sendo a analise poucas vezes feita com 0 mesmo grupo
populacional. Além disso, uma associacao fraca poderia ndo ser observada em razdo de um
limitado namero de individuos analisados em alguns estudos incluidos nessa revisdo. Como se
observa nas tabelas 1 e 2, cinco dos estudos que ndo apresentaram associa¢des significativas
tinham um tamanho amostral menor do que 100 individuos, um nimero amostral limitado,
especialmente quando se trata de estudos de associagéo (18, 24, 34, 39, 40).

Nos diferentes estudos, a aplicacdo de modelos genéticos foi variada. Codominancia,
dominéncia e modelo recessivo ndo foram usados em todos os manuscritos, dificultando as
comparacdes entre eles (tabela 2). Diversos estudos descrevem somente a frequéncia alélica
dos genes, nao fornecendo informacgfes acerca dos genotipos encontrados; assim, a diferenca
na forma de avaliar esses SNPs provavelmente impacta nos resultados.

Outro fator que deve ser analisado criteriosamente é a questdo de nomenclaturas. O
polimorfismo GIn223Arg ou também denominado Q223R foi identificado pela primeira vez
por Considine e colaboradores e consiste de uma alteracdo de sequéncia (A> G) na posicdo 668

do cDNA do receptor da leptina. Essa substituicdo de base altera a glutamina (denominada Q)
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por uma arginina (denominada R) na proteina do receptor da leptina (44). Diversos autores
utilizam a nomenclatura referindo-se a mudancas no DNA (A>G), e outros a mudangas na
proteina (Q-R ou GIn/Arg). Isso pode aumentar a possibilidade de erros, pela confusdo entre o
"A" do alelo e 0 "A" do aminoacido arginina (30). Existem varias formas de denominar as
alteragBes no SNP, descritas nos estudos incluidos nessa revisdo, conforme mostra o quadro
abaixo (Figura 2). Um dos estudos incluidos nessa revisdo contém possiveis erros de

nomenclatura, definindo a mudanca na sequéncia do LEPr GIn223Arg como A>C (39).

Figura 2 — Nomenclatura de SNPs do GIn223Arg

A>Gou A>G
CAG > CGC
GIn 2> Arg
Q>R
223Q - 223R ou Q223->R223
223GIn > Arg223

Esta aparente auséncia de associa¢do em alguns estudos ndo indica necessariamente que
o0s polimorfismos analisados ndo desempenham um papel na obesidade. Ao se estudar tracos
poligénicos é importante manter em mente que, geralmente, cada um contribui com uma
pequena porcao que modula o fator em andlise, o que implica que a mesma perturbacdo, em
diferentes amostras, pode ser causada por diferentes combinagdes poligénicas (34). Duarte e
colaboradores demostram que a combinacdo dos haplotipos LEP c.-2548G>A e LEPr
GIn223Arg aumenta em 58% o risco de obesidade, sendo que diversos estudos ndo observam
associacfes quando avaliam isoladamente um ou outro SNP. Assim sendo, mesmo que SNPs
do LEPr nédo estejam associados claramente ao IMC, podem estar vinculados a mudancas na
composicao corporal (45) e outros fatores que impactam na obesidade (25).

Os polimorfismos mais estudados sdo as variantes GIn223Arg (rs1137101), Lys109Arg
(rs1137100), Lys656Asn (rs8179183) e Pro1019Pro (rs1805096), sendo o GIn223Arg 0 mais
avaliado. Uma das primeiras descri¢fes do GIn223Arg (rs1137101) foi o estudo do Thompson,
(1997) que, avaliou 20 indios Pima e diversos sitios polimorficos do LEPr, comparando essas
frequéncias alélicas com uma populagéo de caucasianos (46). Os indios Pima sdo uma amostra

relevante de ser estudada, nesse caso, devido aos seus valores extremos de gordura corporal e
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alta frequéncia de diabetes tipo 2 (47). Nessa amostra, a substituicdo de A>G néo foi diferente
entre 0s grupos obesos e eutroficos (P= 0.235).

Chagnon e colaboradores propuseram que a substituicdo de um aminoacido no
codon 223 pode alterar a capacidade de sinalizacdo do LEPr. Esse codon esté localizado no
éxon 6, perto da primeira de duas citoquinas que representam as regides de ligacdo da leptina.
Portanto, esse SNP é sugestivo de algum efeito funcional na proteina produzida pelo alelo
polimorfico (48). Um estudo de base familiar, o Québec Family Study, observou uma forte
associacdo do polimorfismo GIn223Arg com massa gorda (45). Outro estudo de base familiar,
0 HERITAGE family study, observou que portadores do alelo G (Arg) apresentam maior média
de IMC e massa gorda e, ainda, que essas associa¢des seriam mais evidentes em pais, mas néo
na sua prole (48). Em estudos incluidos nessa revisdo, GIn223Arg estaria associado, também,
a alteracdes da secrecdo de insulina (35, 39, 41, 49). Isso ocorreria por que a leptina inibe
especialmente a secrecdo de insulina estimulada pela glicose a partir de células pancreéticas
(50).

Embora a variante GIn223Arg nao tenha sido associada com adiposidade em indios
Pima, individuos homozigoticos para o alelo G (Arg223 - 223R) tiveram menor gasto de energia
em 24h em comparacdo com o alelo A e AG, demostrando um provavel papel dessa variante
na regulacéo do peso corporal (51). Historicamente, se considerava que o alelo de risco para o
SNP GIn223Arg era o alelo A (ancestral), que se associava com maiores medidas de peso (46;
48). Os individuos portadores desse alelo tinham maior IMC (AA: 27,2 £ 0,5 kg / m2; AG: 27,2
+ 0,5 kg / m2?) do que aqueles portadores do alelo G (GG 25,4 £ 0,6 kg / m2, P =0,007) (19).
Também apresentavam maiores niveis de massa adiposa (P=0.006).

Mas, outros estudos mostraram um potencial risco relativo ao alelo polimdrfico.
Homens caucasianos de meia-idade que eram portadores do alelo polimorfico GIn223Arg
tinham maior IMC, percentual de massa gorda e niveis plasmaticos de leptina do que o0s ndo
portadores (47). Assim como foi observado em familias canadenses (45) em estudantes gregos
(20), e descendentes europeus no Brasil (22) (tabela 2).

De uma forma geral, dos artigos que observaram resultados significativos e que
analisaram a variante GIn223Arg, cinco (19, 21, 25, 36, 43) observaram que o0s portadores do
alelo A - ancestral (223Q, GIn/GIn ou AA) tinham maior risco de obesidade, enquanto seis
observaram que os portadores do alelo G - polimorfico (223R, Arg/Arg ou GG) tinham maior

risco (20, 22, 27, 28, 39, 41). Assim, embora pareca que o GIn223Arg desempenhe um papel
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na obesidade, ndo existe consenso sobre qual variante alélica seria considerada de maior risco
para a populagéo em geral.

Esta discrepancia implica a possibilidade de que o SNP possa ter sido pobremente
avaliado (sem considerar todos os modelos de heranca, analise estatistica menos robusta ou
erros de nomenclatura) ou que existam interacdes nédo relatadas em relacdo a outros genes ou
fatores ambientais, como padrdes de alimentacdo, que impactem nessa variante. Um Unico
estudo avaliou as interacBes gene e nutriente, observando um possivel envolvimento do SNP
GIn223Arg na regulacéo da ritmicidade circadiana e comportamento alimentar (34). de Luis
Roman e colaboradores também relatam o papel do SNPs Lys656Asn secundério a alteracdes
ambientais (31). Os dados disponiveis nos fazem especular que em diferentes “backgrounds”
étnicos culturais, geograficos ou familiares, interacbes complexas levam a reflexos fenotipicos
semelhantes, no que tange ao peso.

Cabe ressaltar a importancia da analise ajustada por género, que nédo foi realizada em
todos os estudos incluidos nessa revisdo. Existem diferencas profundas nos niveis e fungdes de
leptina entre géneros. A leptina tem um papel na reproducéo e niveis de leptina sérica sdo mais
elevados em mulheres do que em homens, mesmo quando ajustado para o IMC. Além disso, 0s
niveis variam significativamente com o ciclo menstrual e com a menopausa. Isto pode
representar um importante fator de confusdo em estudos que avaliam a leptina (19). Devido a
esses fatores, alguns manuscritos tiveram o cuidado de observar sua amostra em relacdo a
género (19, 21, 30).

Um estudo que avaliou trés variantes polimorficas (Lys109Arg, GIn223Arg, e
Lys656Asn) investigou o papel desses SNPs em duas coortes (n = 17,500) no ganho e peso
apos 6 a 8 anos de seguimento, relatando que em individuos do sexo masculino a associacao
entre a leptina e ganho de peso tende a ser mais forte nos portadores do alelo G (Arg223,223
RR, GG) em comparagdo com aqueles sem essa mutacgdo (52).

Ben Ali e colaboradores, ao avaliarem a sua amostra total, ndo observaram associagdes
entre variantes do LEPr e obesidade; no entanto, a analise estratificada por género revelou que
0s pacientes do sexo masculino portadores do alelo G (223Arg) tinham IMC mais baixo
(p=0,007) e leptina sérica menor (p= 0,037) do que os individuos homozigotos para o alelo A
(GIn223n) (30). E, ainda, referem que observaram associa¢gbes do LEPr223 (G) com
adiposidade abdominal restrito apenas ao género masculino (30).

Acredita-se que essas diferencas de género sdo predominantemente devido a esteroides

sexuais. Os receptores de estrogénios e androgénios sdo expressos em neurdnios do hipotalamo
31
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que podem afetar sistemas de homeostase energética. Por causa destes receptores, esteroides
sexuais sdo fortes candidatos a modular a sensibilidade do sistema nervoso central para sinais
mediados por leptina, o que poderia explicar a especificidade por género e salientar a
necessidade de avaliacdes separadas para homens e mulheres (30).

Outros estudos demostram que o género sexual também impacta nas interacdes
poligénicas. Angeli e colaboradores referem que analisaram todos os dados por género,
separadamente, e observaram uma interacdo entre LEPr-ADRB2 apenas em homens,
mostrando um efeito especifico do género no risco de sobrepeso/obesidade associado ao
ADRB2-LEPr. Assim, baseado nesses dados, ndo podemos afirmar que haja um papel claro
dos SNPs do LEPr na obesidade. No entanto, por seus inimeros efeitos ja descritos no
metabolismo, acredita-se que haja uma interferéncia desses SNPs na génese da obesidade,
sendo pouco claro seu real impacto.

Cabe ressaltar que este estudo tem algumas limitacGes: 1) os estudos incluidos ndo
foram filtrados por seus tamanhos amostrais e nem quanto as diferenciagdes acerca dos pontos
de corte do IMC. 2) Devido ao nimero limitado de estudos com amostras de cada etnia, é
impossivel, no momento, descobrir mais sobre o efeito que cada SNP pode exercer em
diferentes ragas. 3) Os estudos ndo consideram interagcdes ambientais diversas, inclusive efeitos
de variagdes individuais na ingestdo de nutrientes sobre a expressdo génica. 4) A grande
variabilidade amostral observada (género, idade, etnia) impacta nas comparagdes dos estudos
e na avaliacdo como um todo, dificultado a analise das associacdes das variantes de interesse
com a obesidade. 5) Os estudos avaliados ndo consideram as interacdes entre loci genéticos
(epistasia) (54-55). Portanto, salienta-se a necessidade de se realizar novos estudos com
desenho epidemiol6gico adequado e maior tamanho amostral, buscando avaliar a natureza da
epistasia e interacdes entre loci genéticos (55 -56). 6) Esse estudo ndo considera as interacdes

genéticas relativas a epigenética e possiveis modulacdes genéticas oriundas dessa regulacao.

Conclusao

Muitos estudos epidemiologicos e clinicos foram realizados para investigar a associagao
entre polimorfismos do gene LEPr e obesidade. Em geral, demonstram limitada influéncia do
gene. As variantes do gene LEPr podem se associar com fendtipos intermediarios, os quais em
ultima instancia podem, em associacao e interagcdo com outros fatores genéticos e ndo geneéticos,

determinar risco de obesidade.
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Resumo

Objetivo: O objetivo desse estudo foi avaliar as associagdes do polimorfismo do LEPr

e a presenca de transtorno de compulsao alimentar periddica (TCAP) em pacientes obesos.

Métodos: Um estudo transversal com 222 individuos adultos gravemente obesos foi
conduzido. Dois SNPs do LEPr (LEPr 223 e LEPr 656) foram genotipados e analisados. Os
pacientes eram entrevistados e submetidos a aplicacdo de questionarios, incluindo escala de
compulsdo alimentar periodica (ECAP), questionario de padrdes de alimentacdo e peso
revisado (QEWP-R) e entrevista estruturada para avaliacdo de doencas do DSM IV (SCID).

Além de realizarem avaliacdo antropométrica.

Resultados: O alelo selvagem do gene LEPr 656 (GG) foi observado mais
frequentemente no grupo de pacientes com o IMC menor (p=0.038). O mesmo foi observado
ao ser analisado o indice de adiposidade corporal (p=0.030). J4 0 LEPr 223 ndo foi associado a
nenhum parametro antropométrico, nessa amostra. Em contrapartida, observamos o LEPr 223
associado ao TCAP, em dois modelos de heranca analisados, co-dominante e dominante

(p<0.05). O LEPr 656 ndo foi associado ao TCAP em nenhum modelo de heranca.

Conclusdo: Em pacientes com obesidade grave, o LEPr 223 se associa ao TCAP,

enquanto o LEPr 656 se associa com indices antropométricos.

Palavras chaves: Receptor de Leptina, TCAP, Obesidade
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Introducéao

Desde a identificacdo do gene da leptina, em 1994, progressos importantes tém sido
feitos na compreensdo da regulacdo da homeostase energética (1). Numerosos estudos sugerem
uma contribuicdo genética importante na etiologia de obesidade, mas, até 0 momento, nao ha
consenso sobre quais genes seriam candidatos a marcadores de susceptibilidade genética (2-5).
Devido ao seu papel amplamente descrito na obesidade, os genes de leptina (LEP) e do receptor
de leptina (LEPr) tém-se mostrado importantes na regulacdo do peso corporal e no
desenvolvimento da obesidade (6-14).

A leptina ¢ liberada dos adipdcitos como um sinal do estoque de gordura corporal e atua
como um fator de saciedade, ja que o seu receptor € localizado principalmente no hipotalamo,
area do cérebro envolvida na regulacdo da ingestdo de alimentos. Além de regular a saciedade,
a leptina aumenta a termogénese através do sistema nervoso simpatico (15). Muta¢cfes de um
unico nucleotideo (SNP) no gene da leptina resultam em uma proteina truncada e SNPs do gene
do LEPr resultam em uma terminacgéo prematura do dominio intracelular; em ambos casos, ha
alteracdo na sinalizagéo (16).

Diversas variantes polimorficas no gene LEPr ja foram descritas, como demostra a
figura 1. Apenas as variantes GIn223Arg (LEPr 223) e Lys656Asn (LEPr 656) acarretam
mudancas de carga de aminoécidos (neutro para positivo e positivo para neutro,
respectivamente) (17) e sdo, portanto, mais susceptiveis de causarem consequéncias funcionais
no receptor.

Figura 1. Representacdo esquematica do gene de LEPR e a sua estrutura proteica

Lys109Arg GIn223Arg  Ser343Ser Ser492Thr Lys656Asn  Ala976Asp  Pro1019Pro

\ ./ \
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Fonte: Matsuoka N e colaboradores. Diabetologia. 1997 (6).
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Tanto o polimorfismo GIn223Arg (A>G) quanto o Lys656Asn (G>C) encontram-se na
regido que codifica o dominio extracelular do receptor da leptina e, portanto, as alteracdes
desses aminoacidos afetam a forma do receptor (18). Tem sido demonstrado que o
polimorfismo LEPr GIn223Arg esta associado com uma variacéo na capacidade de ligacao do
receptor; niveis mais elevados de atividade de ligacdo foram observados em individuos
homozigoticos para o alelo G do que nos portadores do alelo A (19). Por outro lado, o papel
das variantes GIn223Arg e Lys656Asn na obesidade ainda ndo esta esclarecido, com uma vasta
gama de resultados conflitantes publicados na literatura (20-25).

Desta forma, por sua acdo na regulacdo da ingestdo alimentar e seu possivel papel na
génese da obesidade, um disturbio no receptor da leptina poderia estar associado a transtornos
alimentares, como anorexia nervosa (AN), bulimia nervosa (BN) e transtorno de compulséo
alimentar periodica (TCAP) (26). O TCAP é mais prevalente em obesos do que na populacdo
em geral. No Brasil, a prevaléncia de TCAP para a populacédo varia de 5% a 8,5% (27,28). A
prevaléncia do TCAP em pacientes obesos, no Brasil, varia de 15 a 50% (29,30). Apds a
alteracdo dos critérios do DSM IV para 0 DSM V, essas prevaléncias podem vir a se mostrar
ainda, superiores (31).

As concentracdes de leptina em pacientes com TCAP ou com perda do controle
alimentar parecem ser superiores, independente da massa adiposa (32). Ndo ha estudos de
associacdo dos polimorfismos do receptor de leptina com transtornos alimentares. Uma melhor
compreensdo dessas associaces poderia auxiliar na elucidacdo da génese da obesidade, bem
como propor novas formas de identificar esses pacientes. Assim, 0 objetivo desse estudo foi

avaliar a associagdo dos polimorfismos do LEPr ao TCAP em pacientes obesos.

Métodos

Nossa amostra foi composta por individuos obesos, de etnias diversas, residentes no
estado do Rio Grande do Sul, o estado mais ao sul do Brasil. A populacgéo é principalmente de
descendéncia portuguesa, mas italianos, espanhdis e alemées também contribuiram para seu
pool genético. Os individuos que constituem nossa amostra foram encaminhados ao Hospital
de Clinicas de Porto Alegre de diversas localidades do estado para tratamento de obesidade,
sendo assim, considerados uma amostra aleatdria da populacdo. Os pacientes que fizeram parte
desse estudo foram atendidos no HCPA entre Janeiro de 2010 até dezembro de 2013. Todos 0s
individuos passaram por uma avaliacdo psicologica através da escala de compulsdo alimentar

periddica (ECAP), questionario de padrdes de alimentacéo e peso revisado (QEWP-R) (33) e
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entrevista estruturada para avaliagdo de doengas do DSM IV (SCID). Todos os instrumentos de
avaliacdo psicologica foram aplicados por um psicologo treinado. Todos 0s participantes
assinaram um consentimento informado. O comité de ética do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre aprovou o estudo sob o nimero de registro 110068 e CONEP/CAAE: 0015.0.001.000-
11.

Anélise Antropométrica:

A avaliacdo nutricional se deu através de medidas antropomeétricas. Estas compreendem:
peso, estatura, circunferéncia abdominal (CA) e circunferéncia do quadril (CQ). O peso (kg)
foi aferido em balanca antropométrica digital (Filizolla, Brasil), com sensibilidade de 0,1 kg,
com roupas leves e sem calcados. A estatura (m) foi medida em estadiobmetro de parede
(Sanny®, Brasil) e as circunferéncias com fita métrica inelastica, de fibra de vidro (Wiso®,
Brasil). O indice de massa corporal (IMC) foi calculado dividindo-se o peso pelo quadrado da
estatura, além do IMC calculou-se também o indice de adiposidade corporal (IAC) (34). Todas
as afericdes seguiram as recomendac6es do Sistema de Vigilancia Alimentar e Nutricional do
Ministério da Saude (35).

Anélise Genética:

Uma amostra de sangue periférico (4 ml) foi coletada, conforme padrdes internacionais
(36) e, imediatamente, congelada a -85°C. A detec¢do dos polimorfismos foi realizada por
amplificagdo de DNA em tempo real (Ensaio ID C_30090620_10; TagMan® SNP genotyping
Assays, Applied Biosystems, CA, USA). Em equipamento ABI PRISM 7000 Real-time PCR
system (Applied Biosystems, CA, USA).

O seguinte protocolo de amplificacdo foi empregado: um ciclo inicial de 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, e um ciclo final de 60°C por 1,5
minutos. Ap6s a amplificacdo, a interpretacdo dos dados e a leitura do genétipo foram realizadas
através do software SDS 1.1 (Applied Biosystems, CA, USA). Foram avaliados 0s SNPs
GIn223Arg (A > G; rs1137101) e Lys656Asn (G > C; rs8179183 recentemente incorporado ao
rs1805094).

Andlise Estatistica:

Testes qui-quadrado (x?) foram usados para testar diferencas entre as frequéncias

esperadas e observadas, assumindo o equilibrio de Hardy-Weinberg (37). As variaveis tiveram
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suas normalidades testadas através do teste de Kolmogorov-Smirnov; para aquelas com
distribuicdo ndo Gaussiana, foi aplicada transformacéo logaritmica, ou foram utilizados testes
ndo paramétricos. Os resultados sdo expressos como média e desvio padrdo (DP), mediana e
intervalo interquartil ou como nimero ou percentual (%) de pacientes com a caracteristica
analisada.

Anédlises adicionais foram realizadas estratificando a amostra. Cada polimorfismo foi
avaliado conforme os modelos de heranca:

1) Modelo co-dominante: homozigoto selvagem, heterozigoto, e homozigoto polimorfico;
2) Modelo de heranga dominante: Alelo polimérfico em homozigose ou heterozigose;
3) Modelo de heranca recessivo: Alelo polimérfico somente em homozigose.

A amostra, também, foi estratificada pelo IMC para avaliacdo das diferencas genéticas
entre esses grupos, sendo valores inferiores a mediana considerados IMC.MENOR e valores
iguais ou acima da mediana considerados IMC.MAIOR. Ainda, estratificamos a amostra
conforme etnias auto-definidas (Grupo 1: brancos e grupo 2: pretos, pardos, indios e amarelos).

O teste qui-quadrado foi utilizado para avaliar a associacdo entre variaveis qualitativas
(Perfis de heranca genética e IMC estratificado, ou TCAP). O teste T de Student ou o teste de
U de Mann-Whitney foram aplicados para avaliar as diferencas entre as variaveis quantitativas
no modelo dominante e recessivo. Utilizou-se ANOVA (post Hoc teste de Tukey) para avaliar
as diferencas entre as variaveis no modelo co-dominante. Foram considerados estatisticamente
significativos valores de P <0,05. O software utilizado para fazer as analises foi o SPSS v.21
(SPSS, Chicago, IL, USA).

Resultados

Foram avaliados 222 pacientes. No entanto, apenas cento e setenta e quatro
genotipagens referentes ao LEPr 223 foram adequadas, e 176 referentes ao LEPr 656. As
frequéncias genotipicas do polimorfismo LEPr 656 estavam conforme o esperado, segundo
equilibrio de Hardy e Weinberg (x2= 2,28 p>0,05); ja em relagdo ao polimorfismo LEPr 223,

as frequéncias genotipicas estavam em desequilibrio (y? =5,39 P<0,005) (tabela 1).
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Tabela 1. Frequéncias genotipicas e modelos de Heranc¢a conforme IMC
Total % (n) IMC Menor % (n) IMC Maior % (n) P
LEPr 223 (n 174) Modelo Co-Dominante

AA 24,7 (43) 44,2 (19) 55,8 (24) 0,683
AG 40,8 (71) 52,1 (37) 47,9 (34)

GG 34,5 (60) 51,7 (31) 48,3 (29)

LEPr 223 (n 174) Modelo Recessivo

AG + AA 655 (114) 49,1 (56) 66,7 (58) 0,750
GG 34,5 (60) 51,7 (31) 48,3 (29)

LEPr 223 (n 174) Modelo Dominante

AA 24,7 (43) 44,2 (19) 55,8 (24) 0,380
GG +AG 75,3(131) 78,2 (68) 72.4 (63)

LEPRr 656 (n 176) Modelo Co-Dominate

GG 36,4 (64) 60,9 (39) 39,1 (25) 0,057
CG 43,2 (76) 40,8 (31) 59,2 (45)

CcC 20,5 (36) 52,8 (19) 47,2 (17)

LEPRYr 656 (n 176) Modelo Recessivo

CG+GG 79,5 (140) 50 (70) 50 (70) 0,766
CcC 20,5 (36) 52,8 (19) 47,2 (17)

LEPRr 656 (n 176) Modelo Dominante

GG 36,4 (64) 60,9 (39) 39,1 (25) 0,038*
CC+CG 63,6(112) 44,6 (50) 55,4 (62)

IMC: indice de massa corporal. * Valores significativos p<0,05

Em nossa amostra, a variante LEPr 656 apresentou uma associa¢do com o IMC, sendo
o0 alelo ancestral em homozigose (GG) observado em maior frequéncia no grupo com IMC
menor (p=0,038), resultado similar foi encontrado ao avaliar-se o indice de adiposidade
corporal (IAC) (p=0,030). A variante LEPr 223 ndo apresentou nenhuma associagdo com 0s
parametros antropomeétricos avaliados nesse estudo.

Em relacédo ao transtorno de compulséo alimentar periddica (TCAP), sua frequéncia foi
elevada em nossa amostra, sendo que 47,3% apresentaram um rastreamento positivo para a
doenca (e 24,4% apresentam a forma grave). Os dados do SCID mostraram 32,7% dos
participantes com depressdo atual e 64,1% com algum grau de depressao passada, apenas 169
pacientes realizaram todas as avaliagdes psicoldgicas. Como esperado, a depressdao (tanto
episddios passados quanto atuais) se associou positivamente com TCAP (p=0,005 e p<0,001,
respectivamente). A tabela 2 apresenta as frequéncias genotipicas conforme a presenca de
TCAP.
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Tabela 2. Frequéncias genotipicas e modelos de Heranca conforme TCAP

Total % (n) TCAP (+) TCAP (-) P
LEPr 223 (n 169) Modelo Co-Dominante
AA 23,1 (39) 61,5 (24) 38,5 (15) 0,049*
AG 42,0 (71) 39,4 (28) 60,6 (43)
GG 34,9 (59) 39,0 (23) 61,0 (36)
LEPr 223 (n 169) Modelo Recessivo
AA + AG 65,1 (110) 47,3 (52) 52,7 (58) 0,301
GG 34,9 (59) 39,0 (23) 61,0 (36)
LEPr 223 (n 169) Modelo Dominante
AA 23,1 (39) 61,5 (24) 38,5 (15) 0,014*
AG + GG 76,9 (130) 39,2 (51) 60,8 (79)
LEPRr 656 (n 171) Modelo Co-Dominate
GG 35,1 (60) 45,0 (27) 55,0 (33) 0,687
CG 43,9 (75) 41,3 (31) 58,7 (44)
CcC 21,1 (36) 50 (18) 50 (18)
LEPRr 656 (n 171) Modelo Recessivo
GG +CG 78,9 (135) 43,0 (58) 57,0 (77) 0,450
CC 21,1 (36) 50 (18) 50 (18)
LEPRr 656 (n 171) Modelo Dominante
GG 35,1 (60) 45,0 (27) 55,0 (33) 0,914
CG+CC 64,9 (111) 44,1 (49) 55,9 (62)

TCAP: Transtorno de Compulsdo Alimentar Periddica. *Valores significativos p<0,05

Em nossa amostra, a variante LEPr 223 esta associada ao TCAP, tanto no modelo de
heranca co-dominante, quanto no modelo de heranga dominante (tabela 2). Quando analisamos
essa associacdo utilizando graus de gravidade do TCAP (moderado/grave), somente 0 modelo
dominante mantém uma significancia estatistica (p=0,05). O polimorfismo LEPr 656 ndo
apresenta associacdo com TCAP, independente do modelo de heranca.

Estratificamos a amostra em dois grupos de etnias auto-definidas (Grupo 1: brancos e
grupo 2: pretos, pardos, indios e amarelos) (38), essa avaliacdo serviu para se considerar outros
fatores genéticos que poderiam mascarar os efeitos desses genes no TCAP. Refletindo a
composigdo étnica do Rio Grande do Sul, a amostra continha 124 individuos auto definidos
como brancos e 50 auto-definidos como outras etnias. Somente no grupo 1 se observou que a
associacao entre LEPR223 e TCAP se manteve (p<0,05). Nos demais, essa associacao ndo foi

mais identificada.
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Discussao

A leptina é um horménio envolvido na regulacdo do peso corporal, atuando mediante
interagdo com seu receptor no sistema nervoso central. Ambas variantes polimorficas estudadas
afetam a funcionalidade do receptor, com significativa reducdo de sua expressdo, bem como
modificam a transducéo de seu sinal (18).

O objetivo desse estudo era analisar o potencial impacto de dois SNPs do gene LEPr no
comportamento alimentar, através da sua eventual associacdo ao TCAP. Observamos uma
associacdo entre LEPr 223 e TCAP, que ndo foi observada em relagdo ao LEPr 656. Em
contrapartida, a variante LEPr 656 apresentou uma associacdo positiva com o IMC e IAC,
demostrando que, mesmo em obesos graves, esse polimorfismo se associa com o peso corporal.
Historicamente, o alelo ancestral G do LEPr 656 estaria associado a valores inferiores de IMC
(39), assim como revelam nossos resultados.

Outros estudos relatam associac@es de ambas variantes com IMC, circunferéncia da
cintura, obesidade, percentual de gordura e outras medidas de adiposidade (7-14,40-42). Nosso
estudo mostra associacdo entre LEPr 656 e IAC e, de forma inédita, LEPr 223 ao TCAP. A
associacdo entre LEPr 223 e TCAP poderia explicar o porqué alguns pacientes obesos sdo mais
suscetiveis a compulsdo alimentar do que outros. Em individuos com o alelo ancestral A, o
transtorno alimentar seria mais frequente. Uma possivel explicacdo poderia ser relativa a teoria
do gendtipo “conservador ou poupador” (Thrifty Genotype).

Essa hipotese foi desenvolvida para explicar o rapido aumento do diabetes e da
obesidade ao redor do mundo. A hipdtese de "gendtipo poupador"” sugere que a obesidade, em
parte, é relativa a selecdo genética positiva para genes que favoreceram o armazenamento de
energia, como consequéncia de periodos de abundéncia e escassez flutuantes; padrdo alimentar
tipico vivido pelos nossos antepassados (43-45). Desta forma, os individuos que apresentam o
alelo mutante do LEPr 223 (G), seriam um grupo com caracteristicas mais evoluidas nessa
questdo, sendo que a presenca desse polimorfismo seria um fator protetor em relagéo ao elevado
consumo alimentar, que estaria associado aos periodos de abundancia alimentar. Acreditamos
que esse SNP impacta de forma significativa na regulacdo da ingestdo alimentar.

Além disso, alteracdo na sinalizacdo da leptina, provocada pelas variantes polimorficas
em seu receptor, poderia ocasionar um estado de resisténcia a leptina, com consequente prejuizo
a sinalizacdo de saciedade e eventual instalacdo do fendtipo obeso. As variantes LEPr223 e

LEPr 656 ndo possuem um papel claramente definido na génese da obesidade (17), mas
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poderiam estar associadas a uma predisposi¢do a uma obesidade mais grave. Efeitos a longo
prazo, sutis, destas variantes genéticas podem ser obscurecidos por fatores ambientais e outros
fatores de confusao, tornando dificil evidenciar estas relacdes.

Isolar o efeito de um unico SNP em uma doenga complexa, como a obesidade, € dificil.
Devido a isso, analisamos a associacao entre LEPr 223 e TCAP tentando observar seu efeito
em diferentes etnias. A associacdo sO ficou bem evidenciada em individuos autodeclarados
brancos. Embora possam haver diferencas entre os grupos preto, mulato, indio e amarelo, se
optou por examinar em conjunto essas etnias, pois o tamanho amostral de cada grupo isolado
seria limitante para a analise. Ainda assim, o numero amostral de sujeitos foi pequeno,
limitando muito poder das andlises nos grupos autodeclarados ndo-brancos. Associa¢des de
polimorfismos do LEPr em etnias que ndo a branca precisam ser estudadas em amostras
maiores. Nossos dados apontam para uma associacao entre TCAP e LEPr 223 em obesos, que
parece ser mais evidente em individuos brancos.

O fato da amostra estar em desequilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo LEPr
223, pode ter sido causado devido aos pacientes ja apresentarem uma doenca (obesidade), que
por si sO pode ter gerado o desequilibrio. O desequilibrio encontrado nessa amostra reduz o
valor da associacdo encontrada. O estudo de Mergen e colaboradores apresentou, também,
diferencas no equilibrio Hardy Weinberg ao avaliar o LEPr 223 em uma amostra de obesos,
reforcando que, em obesos, hd uma tendéncia a ser observado esse desequilibrio (12).

O tamanho limitado da populacdo estudada constitui 6bvia limitacdo, no entanto, cabe
ressaltar a singularidade dessa amostra (pacientes gravemente obesos, com altas frequéncias de
TCAP e SNPs). A associagdo entre LEPR223 com o controle alimentar deve ser interpretada
com cautela, devido ao tamanho da amostra e, também, devido ao desequilibrio observado, mas
nossos resultados sugerem que pacientes com TCAP devem ser avaliados como um subtipo da
obesidade (com uma base genética provavelmente diferente dos demais obesos) e que a
propensdo a compulsdo alimentar pode ser uma predisposicdo que é facilmente afetada em

nosso ambiente, com seus excessos de alimentos doces e gordurosos, facilmente acessiveis.

Conclusao

Em suma, apenas o LEPr 223 apresentou uma associagao significativa com o transtorno
de compulséo alimentar periodica, enquanto LEPr 656 apresentou associacao significativa com

indicadores antropométricos de adiposidade. Estudos avaliando essas associagdes em outras
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amostras, especialmente em amostras de descendéncias diversas, podem auxiliar em uma

melhor explanacgdo sobre esse tema, ainda t&o incipiente.
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severely obese subjects
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Abstract

Objective: The aim of this study was to evaluate associations of LEPr gene

polymorphisms and the presence of BED in severely obese subjects.

Methods: A cross-sectional study conducted in 222 adults with severe obesity. Two
SNPs of LEPr were genotyped and analysed individually. Patients were interviewed and the
psychological instruments included the Binge Eating Scale (BES), the Questionnaire on Eating
and Weight Patterns (QEWP-R), and the Structured Clinical Interview for DSM IV.

Results: Wild homozygous allele of LEPr 656 (GG) was found more often in the group
with BMI below the median (p=0.038). The same was seen in the group with body adiposity
index below the median (p=0.030). LEPr 223 was not associated with the anthropometric
variables in this study. LEPr 223 associated to BED in the co-dominant and dominant models

(p<0.05). LEPr 656 was not associated to BED in any of the models of inheritance.

Conclusion: In patients with marked obesity, LEPr 223 associates with BED, while

LEPr 656 associates with indexes of adiposity

Key Words: Obesity, Leptin Receptor, Binge Eating
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Introduction

Since the leptin gene was identified, in 1994, progress has been made in the
understanding of energy homeostasis (1). Several studies suggest that genes contribute
significantly to the etiologic of obesity. Nevertheless, there is no consensus to date as to which
genes would be candidate markers of genetic susceptibility for obesity (2-5). Due to their now
well described role in obesity, the leptin (LEP) and leptin receptor (LEPr) genes seem to play
an important role in the regulation of body weight and, therefore, a potential role in the
development of obesity. (6-14).

Leptin is released from adipocytes as a signal of the body storage of fat. It acts as a
satiety factor. Its receptor is located mainly in the hypothalamus, where food intake is regulated.
Besides regulating satiety, leptin increases thermogenesis through the sympathetic autonomous
nervous system (15). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the leptin gene result in a
truncated protein, while SNPs of the LEPr gene result in a premature ending of the intracellular
domain. In both cases, altered signalling results. (16).

Several polymorphic variants of the LEPr gene have been described to date (Figure 1),
but only GIn223Arg (LEPr 223) and Lys656Asn (LEPr 656) cause electrical charge changes in
aminoacids, and, therefore, are more likely to determine functional consequences to the receptor
(17).

*Figure 1. Schematic representation of the LEPr gene and its protein structure.

Both GIn223Arg (A>G) and Lys656Asn (G>C) are in the region coding for the
extracellular domain of the leptin receptor. Therefore, alterations in these aminoacids affect the
form of the receptor (18). The LEPr GIn223Arg polymorphism has been associated with a
variation in the receptor binding capacity. Binding activity has been observed to be higher in
individuals that are homozygous for the G allele in comparison to those carrying the A allele
(19).

Nevertheless, the role of GIn223Arg and Lys656Asn in obesity is not yet clear enough.
There is a vast number of conflicting results in the literature (20-25). For its role in the
regulation of food intake, and a possible role in the genesis of obesity, a disturbance in the leptin
receptor could be associated to eating disorders, such as anorexia, bulimia and binge-eating

disorder (BED). BED (26) is more prevalent in patients with obesity than in the general
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population. In Brazil, the prevalence of BED in the general population is in the range of 5% to
8.5% (27, 28). In patients with obesity, it varies between 15% and 50% (29, 30), and, after the
publication of the new criteria in DSM V, maybe even higher (31).

In patients with BED or loss of feeding control, leptin serum concentrations seem to be
higher, independently of fat mass (32). There are no studies addressing a possible association
of LEPr gene polymorphisms and eating disorders. A better understanding of these associations
could help clarify one aspect of the etiologic of obesity, perhaps helping in the identification of
high-risk subjects. The aim of this study was to evaluate associations of LEPr gene

polymorphisms and the presence of BED in severely obese subjects.

Methods

Every patient referred to Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) for treatment of
severe obesity (grade 111 obesity, or grade Il with com-morbidities) between January 2010 and
December 2013 was considered for the study. These individuals were referred from within the
State of Rio Grande do Sul, the southernmost province of Brazil. The population of Rio Grande
do Sul is multiracial and multi-ethnic, predominantly Portuguese in origin, with Italian, Spanish
and German ancestries also well represented. African, South American Indian, Spanish, Polish
and Arabic origins are less represented, yet contribute to the gene pool.

The Ethics Committee of HCPA approved the study (study number 110068,
CONEP/CAAE: 0015.0.001.000-11). All participants gave formal, written informed consent.

All patients were interviewed by a trained psychologist, and the psychological
instruments included the Binge Eating Scale (BES), the Questionnaire on Eating and Weight
Patterns (QEWP-R) (33), and the Structured Clinical Interview for DSM IV.

Anthropometric data:

Weight (kg, digital anthropometric scale, Filizolla, Brazil, in light indoor clothes),
height (m, wall stadiometer, Sanny, Brazil), abdominal circumference, and hip circumference
(cm, fiberglass tape, Wiso, Brazil) were obtained at the first clinic visit. Body mass index (BMI,
kg/m?) was calculated, as well as the body adiposity index (BAI) (34). All measurements
followed the guidelines of the Brazilian Ministry of Health (35).

Genetic analysis:

A 4 ml sample of peripheral blood was drawn in accordance with international standards

(36), and, immediately, frozen at 85°C. The polymorphisms of interest were detected by Real
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Time DNA Amplification (ID C_30090620_ 10 assay, TagMan® SNP genotyping Assays,
Applied Biosystems, CA, USA) in an ABI PRISM 7000 Real-time PCR system (Applied
Biosystems, CA, USA). The following amplification protocol was employed: one initial cycle
of 95°C for 15 seconds, and a final cycle of 60°C for 90 seconds. Genotype reading and data
interpretation were carried out with SDS 1.1 software (Applied Biosystems, CA, USA).

Statistical analysis:

Differences between observed and expected frequencies, assuming Hardy-Weinberg
equilibrium (37), were tested with the chi-square (y?) statistic. Variables not normally
distributed were log-transformed for comparisons. Alternatively, the appropriate nonparametric
tests were employed. Results are expressed as mean and standard deviation (SD), median and
interquartile range, or number (n) and percentage (%).

Additional analyses were carried out after stratification. Each polymorphism was
evaluated in 3 categories: wild homozygous, heterozygous or polymorphic homozygous.
Therefore, the co-dominant inheritance model was analysed. The dominant model was assessed
through the presence of the polymorphic allele in either homozygosis or heterozygosis. Then
recessive model was analysed through the presence of the polymorphic allele in homozygosis
only. The sample was also stratified by BMI as below the median (LOW.IMC) or equal to or
above the median, (HIGH.IMC) for evaluation of genetic differences.

The chi-square statistic was employed to analyse the association between qualitative
variables, like genetic inheritance profiles, BMI categories, or BED. Student’s t-test, or Mann-
Whitney’s U compared variables in the dominant and recessive models. ANOVA with Tukey’s
post-hoc statistic were used to test for differences in the co-dominant model. Values of p<0.05
were considered as statistically significant. SPSS v. 18 (SPSS, Chicago, IL, USA) was used to
perform the statistical tests.

Results
Two-hundred and twenty-two patients gave informed consent and were included in the
sample. One-hundred and seventy-four had LEPr223 and 176 had just LEPr 656. The genotype
frequencies of LEPr 656 were in Hardy-Weinberg equilibrium (y2= 2.28 p>0.05), whereas those
of LEPr 223 were not (y2? =5.39 P<0.005) (table 1).

In this sample, the wild homozygous allele of LEPr 656 (GG) was found more often in

the group with BMI below the median (p=0.038). The same was seen in the group with body
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adiposity index below the median (p=0.030). LEPr 223 was not associated with the
anthropometric variables in this study.

The frequency of BED in this sample of patients with severe obesity was 47.3% (and
24.4% had the severe form). Although only 169 subjects had all the psychological tests done,
SCID results showed that 32.7% had current depression, 64.1% had previously some degree of
depression. As expected, depression (both current and past) associated with BED (p=0.005 for
current depression, and p<0.001 for past depression). Table 2 depicts the genotype frequencies
according to the presence of BED. LEPr 223 associated to BED both in the co-dominant and
dominant models (Table 2). When BED was stratified according to the severity (moderate vs
severe), only the dominant model retained statistical significance (p=0.05). LEPr 656 was not
associated to BED in any of the models of inheritance.

This sample of patients contained 124 subjects auto-defined as white, and 50 auto-
defined as other (Mixed, Black, Indian, Japanese, Chinese), reflecting the approximate
racial/ethnic background of our region. Only in the sub-group self-defined as white did the
association between LEPr 223 and BED hold significance (p<0.05). In the other sub-group, the

association was no longer identified.

Discussion

Leptin is involved in the regulation of body weight through signalling the central
nervous system via its specific receptor. Both polymorphisms we analyse affect the
functionality of the receptor, reducing its expression, and modifying the transduction of the
leptin signal (18).

The aim of this study was to a potential association of two SNPs of the LEPr gene with
BED, and its eventual impact on the feeding behaviour. We did observe an association of LEPr
223 — but not of LEPr 656 - and BED.

On the other hand, LEPr 656 did associate with BMI and body adiposity index. The
ancestral allele (G) of LEPr 656 has been associated to lower values of BMI (39), which tends
to corroborate our finding of a more frequent finding of the mutant allele in obese subjects (39).

Our finding of an association of LEPr 223 to BED is quite original. The finding of an
association of LEPr 656 and BMI/ body adiposity index (BAI) confirms previous findings.
Previous studies have reported on associations of both LEPr 223 and LEPr 656 with BMI,

abdominal circumference, obesity, and other measures of adiposity (7-14,40-42). Speculatively,
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as association between the wild allele A of LEPr 223 and BED could explain why some patients
with obesity are more susceptible to eating disorders that make their treatment more difficult.

The “Thrifty Genotype” hypothesis was presented as an attempt to explain the rapid rise
in the prevalence of obesity and diabetes mellitus. It suggests that obesity might be partly related
to a genetic selection of genes favouring energy conservation, as a consequence of intermittent
periods of lack of food (43-45). Individuals presenting the mutant G allele of LEPr 223 would
be a group less prone to eating in times of abundance. An alteration in leptin signalling, caused
by wild allele of its receptor, could imply a state of resistance to leptin, with a consequent
deleterious effect on satiety and eventual gain of weight and adipose mass.

The roles of LEPr 223 and LEPr 656 in the genesis of obesity is not clear (17). Subtle,
long-term effects of these genes variants could be associated with a predisposition for more
severe forms of obesity. Nevertheless, environmental factors, multiple gene interactions and
other, still unclear, factors still make it very difficult to highlight these relationships.

Our sample is admittedly limited in size. This made it very difficult to explore the
question of race/ethnic background. The association of LEPr 223 and BED was confirmed in
whites, the largest group. Based on our sample, it is not possible, at the moment, to make any
assumptions on race, BED, and LEPr. Our findings allow us to say that an association of LEPr
223 and BED was found in subjects with obesity, and that this association holds in white
subjects. To study other races, larger samples are required.

Our sample was not in Hardy-Weinberg equilibrium for LEPr 223. This may be due to
the fact that our subjects were all affected by the disease of interest (obesity). Mergen and
colleagues (12), studying LEPr 223, did also find a H-W disequilibrium in their sample of
subjects with obesity, reinforcing the idea that, in obese patients, such situation would be
expected. Nevertheless, this reduces the value of the association found (12).

On the other hand, this sample is singular in containing severely obese patients, with a
high prevalence of BED and of mutations of these SNPs. We still must recommend caution
when assuming the association of LEPr 223 with eating control, due to both the sample size
and the observed lack of H-W equilibrium. But our results do suggest that patients with BED
should be seen as a subtype of obesity, with a perhaps different genetic foundation that renders
them more vulnerable to weight gain in an environment abundant in calorie-dense, easily

accessible foods.
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Conclusion

In patients with marked obesity, LEPr 223 associates with BED, while LEPr 656
associates with indexes of adiposity. Studies of these associations in different, larger, and

racially/ethnically different samples are need to better explore these potential associations.
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Figure 1. Schematic representation of the LEPr gene and its protein structure.
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Adapted from Matsuoka N et al., Diabetologia 1997 (6).
Table 1. Genotype frequencies and inheritance models by BMI.
Total % (n) LOW.IMC % (n) HIGH.IMC % (n) P
LEPr 223 (n=174) Co-Dominant Model
AA 24.7 (43) 44.2 (19) 55.8 (24) 0.683
AG 40.8 (71) 52.1 (37) 47.9 (34)
GG 34.5 (60) 51.7 (31) 48.3 (29)
LEPr 223 (n=174) Recessive Model
AG+AA 65.5(114) 49.1 (56) 66.7 (58) 0.750
GG 34.5 (60) 51.7 (31) 48.3 (29)
LEPr 223 (n=174) Dominant Model
AA 24.7 (43) 44.2 (19) 55.8 (24) 0.380
GG +AG 75.3(131) 78.2 (68) 72.4 (63)
LEPRr 656 (n=176) Co-Dominant Model
GG 36.4 (64) 60.9 (39) 39.1 (25) 0.057
CG 43.2 (76) 40.8 (31) 59.2 (45)
cC 20.5 (36) 52.8 (19) 47.2 (17)
LEPRr 656 (n=176) Recessive Model
CG+GG 79.5(140) 50.0 (70) 50.0 (70) 0.766
cC 20.5 (36) 52.8 (19) 47.2 (17)
LEPRr 656 (n=176) Dominant Model
GG 36.4 (64) 60.9 (39) 39.1 (25) 0.038
CC+CG 636 (112) 44.6 (50) 55.4 (62)
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Table 2. Genotype frequencies and models of inheritance according to the presence of BED.

Total % (n)
LEPr 223 (n 169) Co-Dominant Model

AA 23.1(39)

AG 42.0 (71)

GG 34.9 (59)
LEPr 223 (n 169) Recessive Model
AA + AG 65.1 (110)

GG 34.9 (59)
LEPr 223 (n 169) Dominant Model
AA 23.1(39)

AG + GG 76.9 (130)
LEPr 656 (n 171) Co-Dominant Model
GG 35.1 (60)

CG 43.9 (75)

CC 21.1(36)
LEPr 656 (n 171) Recessive Model
GG +CG 78.9 (135)

CC 21.1(36)
LEPr 656 (n 171) Dominant Model
GG 35.1 (60)
CG+CC 64.9 (111)

BED (+)

61.5 (24)
39.4 (28)
39.0 (23)

47.3 (52)
39.0 (23)

61.5 (24)
39.2 (51)

45.0 (27)
41.3 (31)
50 (18)

43.0 (58)
50.0 (18)

45.0 (27)
44.1 (49)

BED (-)

38.5 (15)
60.6 (43)
61.0 (36)

52.7 (58)
61.0 (36)

38.5 (15)
60.8 (79)

55.0 (33)
58.7 (44)
50 (18)

57.0 (77)
50.0 (18)

55.0 (33)
55.9 (62)

0.049*

0.301

0.014*

0.687

0.450

0.914
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Capitulo III

Efeito somatorio dos polimorfismos do LEPr (rs1137101 e rs8179183), FTO

(rs9939609) a padrdes alimentares e TCAP em obesos mérbidos.
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Resumo

Objetivo: Avaliar a associagédo conjunta de polimorfismos do LEPr e FTO sobre o TCAP

e sobre o consumo alimentar de individuos gravemente obesos.

Métodos: Um estudo transversal com 222 individuos adultos gravemente obesos foi
conduzido. Dois SNPs do LEPr (LEPr 223 e LEPr 656) e um SNP do FTO (rs9939609) foram
genotipados e analisados. Os pacientes eram entrevistados e submetidos a aplicacdo de
questionarios, incluindo escala de compulsdo alimentar periddica (ECAP), questionario de
padrdes de alimentacdo e peso revisado (QEWP-R) e entrevista estruturada para avaliacdo de
doencas do DSM 1V (SCID). Além de realizarem avaliacdo antropométrica, de consumo

alimentar e avaliacéo clinica.

Resultados: Foram avaliados 222 individuos, sendo que 174 participantes completaram
todas as avaliagdes. Quando analisados em conjunto, os gendtipos dos trés genes avaliados se
associaram com o TCAP, tanto como resposta binaria (p=0,023 - GLMz - Teste de Omnibus)
guanto como resposta ordinal (p=0,011- GLMz - Teste de Omnibus). O principal efeito genético
foi 0 baseado na interagcdo LEPr 223 e LEPr 656, sendo que mesmo com a retirada do FTO
rs9939609 do modelo, esse mantinha significancia estatistica. Ainda, o consumo calérico é
afetado somente pelos gendétipos dos polimorfismos do LEPr (p<0,037 - GLMz - Teste de
Omnibus), sendo, a interacdo LEPr 223(AA) e LEPr 656 (GC) a de maior impacto

Conclusdo: A genética parece desempenhar um papel no reconhecimento de pacientes
obesos de maior risco. Nosso estudo demostra que os SNPs do LEPr 223 e LEPr 656 impactam

no TCAP e consumo caldrico de pacientes obesos, especialmente o LEPr 223 (AA), podendo

vir a ser um importante marcador de risco desses individuos.

Palavras chaves: Receptor de Leptina, TCAP, FTO

66



57

58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87

Introducéo

Desde a identificacdo do gene da leptina, em 1994, progressos importantes tém sido
feitos na compreensdo da regulacdo da homeostase energética (1). Apesar do fato de que
numerosos estudos sugerirem uma contribuicdo genética importante na etiologia de obesidade,
até o momento, ndo ha consenso de quais genes poderiam ser candidatos a marcadores de
susceptibilidade genética de forma mais definitiva (2-5). No entanto, devido ao seu papel ja
descrito na obesidade, os genes de leptina (LEP) e o receptor de leptina (LEPTr) tém-se mostrado
fundamentais na regulacao do peso corporal e no desenvolvimento da obesidade (6-14).

A leptina ¢ liberada dos adipdcitos como um sinal do estoque de gordura corporal e atua
como um fator de saciedade, ja que o seu receptor € localizado principalmente no hipotalamo,
uma érea do cérebro conhecida por estar envolvida na regulacao da ingestao de alimentos. Além
de regular a saciedade, a leptina também aumenta a termogénese através do sistema nervoso
simpatico e, através do aumento da sintese da proteina desacopladora mitocondrial termogenina
(produto do gene UCP1) (15-16).

Mutacdes de um Unico nucleotideo (SNPs) no gene da leptina resultam em uma proteina
truncada ou SNPs do gene do receptor de leptina (LEPr) resultam em uma terminacgéo prematura
do dominio intracelular; em ambos casos ha alteracdo na sinalizacdo (17). Diversas variantes
polimérficas no gene LEPr foram descritas, mas apenas GIn223Arg e Lys656Asn acarretam
mudancas de carga (18) e sdo, portanto, mais susceptiveis de terem consequéncias funcionais.

Especialmente o polimorfismo GIn223Arg (A>G), que se encontra na regido
codificadora do dominio extracelular do receptor da leptina e, essa alteracdo afeta a estrutura
do receptor (19). Devido a isso, esse polimorfismo estd associado com uma variagdo na
capacidade de ligacdo do receptor de leptina; niveis mais elevados de atividade de ligacdo foram
observados em individuos homozigoticos para o alelo G do que nos portadores do alelo A (20).

Embora haja evidéncias que nos levem a acreditar em um papel relevante desses SNPs,
0 papel dessas variantes na obesidade ainda ndo esta esclarecido, com uma vasta gama de
resultados conflitantes publicados na literatura (21-26). Outro gene importante quando se trata
de genética de obesidade é o Fat Mass and Obesity Related (FTO). Diversas evidéncias ao
longo dos 10 anos desde a sua descoberta, mostram que o FTO desempenha um papel
fundamental na regulacdo do desenvolvimento do tecido adiposo e fun¢Bes no tamanho e

composicao do corpo (27).
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Apesar de ser amplamente estudado, apenas algumas pesquisas exploraram a associagéo
entre as variantes FTO e a regulacdo de vias neuronais (28). Estudos experimentais indicam
gue o mMRNA de FTO é altamente expresso em areas cerebrais importantes para a regulacdo do
consumo de energia e recompensa (29). Hess e colaboradores demonstraram que FTO €
expresso em neurbnios dopaminérgicos onde interage com respostas comportamentais
dependente do receptor de dopamina, sem afetar, necessariamente, 0 peso corporal. Assim,
especula-se que variantes FTO podem afetar o sistema de recompensa (30).

Além disso, Qi e colaboradores sugeriram que o FTO faz parte de uma via que medeia
a neuro-regulacdo da ingestdo de alimentos, com o bloqueio do sinal de leptina (31). Mais
recentemente, Stratigopoulos e colaboradores mostraram que FTO regulava a translocacdo do
LEPr para membrana basal e posteriormente modulava a resposta celular a leptina (32).

As evidéncias apontam para uma possivel relacdo entre FTO/LEPr, bem como para
associagGes com desses genes com o controle alimentar. Hipoteticamente, um disturbio nesses
genes associados ao controle alimentar no hipotalamo, poderia estar associado a transtornos
alimentares, como o transtorno de compulséo alimentar periddica (TCAP) (33).

O TCAP é mais prevalente em obesos do que na populacdo em geral. No Brasil, a
prevaléncia de TCAP para a populacédo varia de 5% a 8,5%, (34). Ja os estudos que estimaram
a prevaléncia do TCAP em obesos, referem valores de 15 a 50% (35, 36). Ap0s a alteracdo dos
critérios do DSM |V para 0 DSM V, aparentemente, essas prevaléncias podem ser, ainda,
superiores (37). Ainda, ndo ha estudos de associacdo dos polimorfismos do receptor de leptina
e FTO com transtornos alimentares e padrdes alimentares. Assim, o objetivo desse estudo €
avaliar a associagdo conjunta de polimorfismos sobre o TCAP e sobre o consumo alimentar de

individuos gravemente obesos.

Meétodos

Os individuos que constituem nossa amostra foram encaminhados ao Hospital de
Clinicas de Porto Alegre de diversas localidades do estado do Rio Grande do Sul para o
tratamento de obesidade. A amostra era composta por individuos de diversas descendéncias e
etnias, assim, pode ser considerada uma amostra aleatoria da populagdo. Todos os individuos
passaram por uma avaliacdo psicoldgica atraves da escala de compulséo alimentar periodica
(ECAP), questionario de padrdes de alimentacdo e peso revisado (QEWP-R) (37) e entrevista

estruturada para avaliagcéo de doencas do DSM IV (SCID). Todos os instrumentos de avaliagéo
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psicologica foram aplicados por um psicélogo treinado. Todos os participantes assinaram um
consentimento informado. O comité de ética do Hospital de Clinicas de Porto Alegre aprovou
0 estudo sob o namero de registro 110068 e CONEP/CAAE: 0015.0.001.000-11.

Analise Nutricional:

A avaliacdo nutricional se deu através de medidas antropométricas. Estas
compreenderam: peso, estatura, circunferéncia abdominal (CA) e circunferéncia do quadril
(CQ). O peso (kg) foi aferido em balanca antropométrica digital (Filizolla®, Brasil), com
sensibilidade de 0,1 kg, com roupas leves e sem calcados. A estatura (m) foi medida em
estadiometro de parede (Sanny®, Brasil) e as circunferéncias com fita métrica inelastica, de
fibra de vidro (Wiso®, Brasil). O indice de massa corporal (IMC) foi calculado dividindo-se o
peso pelo quadrado da estatura. Todas as afericdes seguiram as recomendacOes do Sistema de
Vigilancia Alimentar e Nutricional do Ministério da Sadde (39). O consumo alimentar foi
mensurado através de registro alimentar pesado, sendo, entdo, os nutrientes calculados atraves
do software de nutricdo Nutribase versdo 7.18, essa metodologia € amplamente utilizada por

nosso grupo (35, 40).

Andlise clinica e laboratorial:

A avaliacdo laboratorial consistiu em dosagens séricas de triglicerideos (TG), colesterol
total (Col. T) (ambas por método enzimatico colorimétrico, Hitachi 917, Roche, Brasil);
colesterol HDL (HDLc) (método enzimatico colorimétrico homogéneo, Hitachi 917, Roche,
Brasil); colesterol LDL (LDLc) estimado através da formula de Friedewald (41); a glicose
plasmatica foi medida por método enzimatico colorimétrico oxidase (Hitachi 917, Roche,
Brasil); hemoglobina glicada (A1c%), por imunoturbidimetria (Hitachi 917, Roche, Brasil) e
insulina por eletro-quimioluminescéncia (ECLIA) (Modular E-170, Roche, Brasil).

A histéria clinica dos pacientes foi obtida através de anamnese e consulta ao prontuario
médico. Foram considerados como portadores de diabetes aqueles em uso de medicamentos
anti-hiperglicemiantes ou insulina e/ou com histéria clinica positiva da doenca; pacientes sem
diagndsticos prévios eram avaliados conforme determinado pela Diretriz da Sociedade
Brasileira de Diabetes (42). Foram considerados pacientes hipertensos aqueles em uso de
medicamentos anti-hipertensivos e/ou com histdria clinica positiva da doenga, pacientes sem
diagndsticos prévios foram avaliados conforme determinado pela Diretriz Brasileira de

Hipertenséao (43).
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Anélise Genética:

Uma amostra de sangue periférico (4 ml) foi coletada, conforme padrdes internacionais
(44) e, imediatamente, congelada a -85°C. A detec¢do dos polimorfismos foi realizada por
amplificacdo de DNA em tempo real (Ensaio ID C_30090620_10; TagMan® SNP genotyping
Assays, Applied Biosystems, CA, USA). Em equipamento ABI PRISM 7000 Real-time PCR
system (Applied Biosystems, CA, USA).

O seguinte protocolo de amplificacdo foi empregado: um ciclo inicial de 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, e um ciclo final de 60°C por 1,5
minutos. Apos aamplificacdo, a interpretacdo dos dados e a leitura do gendtipo foram realizadas
através do software SDS 1.1 (Applied Biosystems, CA, USA). Foram avaliados 0s SNPs
GIn223Arg (A > G; rs1137101), Lys656Asn (G > C; rs8179183 recentemente incorporado ao
rs1805094) e FTO (A > T; rs9939609).

Andlise Estatistica:

Testes qui quadrado (y?) foram usados para testar diferencas entre as frequéncias
esperadas e observadas, assumindo o equilibrio de Hardy-Weinberg (45). As variaveis tiveram
suas normalidades testadas através do teste de Kolmogorov-Smirnov; para aquelas com
distribuicdo ndo Gaussiana, foram utilizados testes ndo paramétricos. Os resultados sdo
expressos como média e desvio padrdo (DP), mediana e intervalo interquartil ou como numero
ou percentual (%) de pacientes com a caracteristica analisada.

Cada polimorfismo foi avaliado nos trés modelos de heranga: co-dominante
(homozigoto selvagem, heterozigoto, homozigoto polimérfico); dominante: (alelo polimérfico
em homozigose ou heterozigose) e recessivo (alelo polimérfico somente em homozigose).
Foram utilizados o teste one way ANOVA (post Hoc Tukey) para comparagdes de
caracteristicas clinicas, antropomeétricas e nutricionais no modelo co-dominante. O teste T de
Student ou o teste de U de Mann-Whitney foram aplicados para avaliar as diferencas entre as
variaveis no modelo dominante e recessivo.

Utilizamos modelos lineares generalizados (GLMz) para analisar o efeito aditivo de
cada SNPs avaliado ao TCAP, foi incluido em todos os modelos a co-variavel indice de massa
corporal e os fatores género e presencga ou auséncia de depressdo atual. A varidvel de resposta
(TCAP) foi analisada usando ajuste de resposta ordinal (grau ausente, moderado e grave) e

binario (presenca ou auséncia do transtorno). Em cada modelo de resposta foram testados o0s
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SNPs avaliando cada modelo genético acima descrito, sendo utilizados modelos fatoriais para
a anlise do efeito aditivo de cada SNPs ao GLMz.

Também utilizamos GLMz para analisar o efeito aditivo de cada SNPs ao padréo de
consumo alimentar, analisando-se, consumo caldrico e a resposta ao consumo de cada
macronutriente em relagdo aos SNPs. Nos modelos em que analisados o consumo dos
macronutrientes, o consumo caldrico e a variavel peso foram utilizadas como co-variéveis, no
modelo visando seu ajuste; quando se avaliou o0 consumo calérico, somente a variavel peso foi
utilizada como co-variavel. Foram considerados estatisticamente significativos valores de
P<0,05. O software utilizado para fazer as analises foi 0 SPSS v.21 (SPSS, Chicago, IL, USA).

Resultados

Foram avaliados 222 individuos, sendo que 174 participantes completaram todas as
avaliacdes. As frequéncias genotipicas do polimorfismo LEPr 656 estavam conforme o
esperado, segundo equilibrio de Hardy e Weinberg (2= 2,28 p>0,05), bem como as frequéncias
genotipicos do FTO rs9939609 (2= 3,65 p>0,05); j& em relacéo ao polimorfismo LEPr 223, as
frequéncias genotipicas estavam em desequilibrio (y? =5,39 P<0,005) . As frequéncias

genotipicas dos SNPs avaliados encontram-se na tabela 1.

Tabela 1. Frequéncias dos alelos

Genétipo LEPr 223 LEPr 656 FTO rs9939609
11 24,7 36,4 36,3
12 40,8 43,2 41,9
22 34,5 20,5 21,9

Legenda: 11 Homozigoto Selvagem; 12 Heterozigoto;22 Homozigoto polimérfico. Dados apresentados como
porcentagem de sujeitos com a caracteristica.

Essa amostra era majoritariamente do género feminino (78,8%), sendo a frequéncia de
hipertensdo a comorbidade mais comum a esses individuos (72,1%). A segunda mais frequente
é a presenca de TCAP (47,3%), seguida de diabetes (32%) e depressao (31,1%).

As caracteristicas clinicas de todos os pacientes avaliados na amostra, bem como
separados conforme a presenca do alelo polimorfico dos genes de interesse, encontram-se

descritas na tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas Clinicas conforme presenca do alelo polimorfico.

Geral LEPr223 (G) LEPr656(C) FTO rs9939609 (T)
Género
Feminino 78,8 81,7 79,5 84,3
Masculino 21,2 18,3 20,5 15,7
Presenca de DM
Sim 32,0 31,3 35,7 34,3
Néo 68,0 68,7 64,3 65,7
Presenca de HAS
Sim 72,1 73,3 74,1 79,4
Néo 27,9 26,7 25,9 20,6
Presenca de Depresséo
Sim 31,1 33,3 35,3 33,3
Né&o 68,9 66,7 64,7 66,7
Presenca de TCAP
Sim 47,3 39,2 44,1 42,0
Néo 52,7 60,8 55,9 58,0
Idade (anos) 43,9 (11,5) 45,6 (11,4) 45,8 (11,4) 45,6 (10.8)
IMC (Kg/m?) 48,1 (7,2) 47,4 (6,9) 48,5 (7,2) 47,3 (7,2)
Peso (kg) 127,8 (23,9) 124,9 (21,9) 128,23 (22,6) 124,4(23,2)
CA (cm) 135,2 (15,1) 134,1 (15,6) 137,1(14,8)  132,7 (14,9)
Colesterol Total (mg/dL) 190,9 (36,3) 192,3(36,9) 190,1 (40,9)  189,7 (39,5)
Colesterol HDL(mg/dL) 41,0 (9,0) 42,2 (9,9) 42,3 (9,8) 40,8 (9,5)
Colesterol LDL(mg/dL) 116,3 (31,8) 118,0 (32,6) 1152 (35,8)  114,3(34,8)
Triglicerideos (mg/dL) 162,5 (73,2) 155,5 (69,8) 153,1 (71,7) 163,0 (71,8)
Glicemia (mg/dL) 125,8 (46,6) 122,1 (45,0) 128,4 (44,3)  131,5(50,6)
Hemoglobina Glicada (%6) 7,0 (2,0) 6,8 (1,8) 7,0 (1,7) 7,2(2,1)
Insulina (uU/mL) 32,1 (22,8) 29,7,3(19,1) 29,8 (17,7) 31,4 (21,0)

Legenda: DM: Diabetes; HAS: Hipertensdo Arterial Sistémica; TCAP: Transtorno de compulsdo alimentar
periddica; IMC: indice de massa corporal; CA: circunferéncia abdominal; HDL: High density lipoprotein LDL:
Low density lipoprotein. Dados apresentados como porcentagem de sujeitos com a caracteristica ou médias (desvio
padrdo). N&o houveram diferencas entre os grupos (p>0,05)

Quando analisados em conjunto, os genotipos dos trés genes avaliados se associaram
com o TCAP, tanto como resposta binaria (p=0,023 - GLMz - Teste de Omnibus) quanto como
resposta ordinal (p=0,011- GLMz - Teste de Omnibus) (tabela 3). Para avaliar o impacto de
cada gene, realizamos novamente a analise do TCAP como variavel ordinal, excluindo, um a
um, os SNPs de interesse. O modelo perdeu significancia estatistica quando houve a exclusao
do LEPr 223 ou LEPr 656 (p>0,05 - GLMz - Teste de Omnibus). No entanto, mesmo com a
retirada do FTO rs9939609 do modelo, esse mantinha significancia estatistica (p=0,015 GLMz
- Teste de Omnibus). O principal efeito genético foi o baseado na interacdo LEPr 223 e
LEPr 656 (p=0,021 — Modelo de efeitos - Threshold), sendo associado ao alelo ancestral do
LEPr 223 (A) e ao alelo polimoérfico do LEPr 656 (C) (Tabela 3). Nesta amostra, ndo foi
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possivel observar essa mesma resposta em outros modelos de heranca, ja que tanto no modelo
dominante quanto no recessivo, a significancia destes SNPs sobre o TCAP (como resposta

ordinal ou binaria) deixou de ser observada (p>0,05).

Tabela 3 —Efeitos dos SNPs sobre TCAP e consumo de energia da dieta.

Modelos GLMz # B Pt
1) MODELO TCAP

Interacdo LEPr 223 (AA) e LEPr 656 (CC) 18,02 22,64 0,021*

LEPr 223 (AA) * LEPr 656 (CC)* Depressao 26,37 20,45 0,002*
2) MODELO KCAL

LEPr 223 (AA) * LEPr 656 (GC) 10,01  108,5 0,040*

LEPr 223 (AA)* LEPr 656 (CC) * FTO (AA) 16,99 38,10 0,257

# 2 darazdo de Verossimilhanca Modelo de efeitos. tsignificAncia — Modelo de efeitos — Threshold. No modelo
TCAP, resposta (variavel dependente) é TCAP - varidvel ordinal. A significancia geral no modelo GLMz foi
p=0,011 (Teste de Omnibus). No modelo KCAL, resposta (variavel dependente) é o consumo calérico em
quilocarias por peso - varidvel linear. A significancia geral no modelo GLMz foi p=0,037 (Teste de Omnibus).
B: estimativa do pardmetro. Apresentados na tabela os maiores efeitos observados nos modelos.

Ainda, analisamos o consumo alimentar, observando o impacto desses SNPs na
quantidade caldrica (kcal/kg de peso atual) e de macronutrientes: carboidratos (g/kg de peso
atual), proteinas (g/kg de peso atual) e lipidios (g/kg de peso atual). Observamos que 0 consumo
alimentar segue um padrdo normoglicémico, normoprotéico e normolipidico, com uma
distribuicdo de lipidios de provavel impacto aterogénico. Uma descricdo do consumo de
alimentar desses pacientes encontra-se na tabela 4.

O consumo calorico é afetado somente pelos genétipos dos polimorfismos do LEPr
(p<0,037 - GLMz - Teste de Omnibus), sendo, a interacdo LEPr 223(AA) e LEPr 656 (GC) a
de maior impacto (tabela 3). A média (+ desvio padrdo) do consumo cal6rico no genétipo
LEPr 223 (AA) foi de 2780,2 (+1147,9) kcal/dia; enquanto no gen6tipo LEPr 656 (GC) foi de
2811,2 (x1012,6) kcal/dia. Em ambos casos, o0 consumo cal6rico era superior aos outros
gendtipos (150 kcal a 350 kcal), no entanto essa diferenca ndo foi significativa (p > 0,05 -
ANOVA).

Quando o gene do FTO era incluido ao modelo, ele perdia a significancia estatistica
(p=0,071 - GLMz - Teste de Omnibus). Ao analisarmos os modelos de heranca recessivo e
dominante dos SNPs LEPr 223 e LEPr 656 e suas interagfes no consumo alimentar por kcal/kg,

observamos a significancia estatistica no modelo recessivo (p=0,028 - GLMz - Teste de
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Omnibus), sendo ndo significativo no modelo dominante (p=0,140 - GLMz - Teste de
Omnibus).

Em relacdo aos macronutrientes, somente o consumo de proteina (seja em gramas totais
ou ajustadas para o peso do paciente) sofre influéncia dos SNPs avaliados (p= 0,023 - GLMz -
Teste de Omnibus). Ndo houve diferencas de consumo de macronutrientes entre 0s genétipos
de cada SNPs (ANOVA p>0,05). Avaliando os modelos genéticos recessivo e dominante

também ndo observamos diferencas entre o consumo de macronutrientes (p>0,05).

Tabela 4 — Padrao alimentar conforme presenca do alelo polimérfico.

Total LEPr 223 (G) LEPR 656 (C) FTO rs9939609 (T)
Calorias 2673,40 (1051,99) 2573,07(1026,28) 2677,69 (1070,09) 2515,91 (984,25)
Calorias/kg 21,24 (8,25) 20,95 (8,08) 21,23 (8,57) 20,65 (8,59)
PTN (g) 124,45 (61,64) 114,93 (50,25) 122,53 (55,85) 117,94 (65,46)
PTN (g/kg) 0,98 (0,46) 0,93 (0,39) 0,96 (0,44) 0,95 (0,49)
CHO (g) 334,21 (153,14) 334,22 (150,33) 353,81 (160,60)  324,83(146,79)
CHO (g/kg) 2,73 (1,21) 2,71 (1,18) 2,79 (1,27) 2,67 (1,27)
LIP (q) 90,03 (40,53) 87,19 (40,40) 87,44 (38,93) 81,93 (35,52)
LIP (g/kg) 0,71 (0,32) 0,71 (0,32) 0,69 (0,31) 0,67 (0,32)
LIP.SAT (%) 9,10 (4,83) 9,23 (5,49) 9,09 (5,71) 9,00 (5,85)
LIP.INSAT (%) 8,23 (2,34) 8,30 (2,40) 7,90 (2,25) 7,90 (2,31)
LIP.MONO (%) 10,56 (3,99) 10,36 (3,22) 10,66 (3,10) 10,03 (2,83)
COL (g) 283,00 (162,35) 264,48 (144,10) 272,71 (167,70) 264,95 (143,83)
©6/m3 8,52 (2,94) 8,57 (3,16) 8,47 (2,46) 8,74 (3,45)
Fibra (g) 26,37 (13,26) 25,25 (13,07) 26,75 (13,24) 25,56 (12,89)

Legenda: PTN: Proteinas; CHO: Carboidratos; LIP: Lipideos; LIP.SAT: Lipideos Saturados. LIP.INSAT:
Lipideos insaturados; LIP.MONO: Lipideos monoinsaturados; COL: Colesterol. w6/®w3: Razdo dmega 6 por
O0mega 3. Dados apresentados em Frequéncias e médias ( = desvio padrdo). N&o houveram diferencas entre os
grupos p>0,05.

Discussao

Nessa amostra de pacientes obesos, as doencas associadas estdo presentes em elevada
prevaléncia, como esperando e ja extensamente descrito (46). Reforcando as teorias que
levantam a hipotese de que o obeso metabolicamente saudavel é um estado transitorio (47),
nossos pacientes apresentaram altas prevaléncias de diabetes, hipertensdo, depressao e
transtorno de compulsdo alimentar; independente do subgrupo avaliado, as prevaléncias
permaneciam similares e elevadas. O genétipo da nossa amostra poderia influenciar nessas
prevaléncias, ha evidéncias robustas para a associacdo genética do LEPr 223 e FTO a
susceptibilidade ao DM2; ja 0 SNP LEPr 656 ndo parece ter essa mesma associagao (48-51).

Em relacdo ao TCAP, comumente negligenciado no tratamento da obesidade, quase
metade dos pacientes apresentaram o diagndstico positivo do transtorno. Alguns estudos

demonstram que a compulséo e fortemente associada a desfechos relacionados com o peso e,
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portanto, altamente vinculada com a epidemia da obesidade (52). Em nosso estudo, observamos
que o TCAP é influenciado, também, pela genética do individuo, sendo a interacdo entre 0s
SNPS do LEPr de maior impacto na doenca. Quando analisamos a interacdo LEPr 223 e
LEPr 656, observamos que quando o LEPr 223 é homozigoto selvagem (AA) e quando o
LEPr 656 é homozigoto polimérfico (CC), a interacdo foi capaz de produzir um maior efeito de
risco (tabela 3).

Em relagcdo ao FTO, embora fortemente associado a obesidade em diversos estudos (53-
55), contraditoriamente ao esperado, ndo observamos a sua associacdo ao TCAP.
Recentemente, foi observada uma associacédo significativa do alelo A rs9939609 com o
comportamento compulsivo presente em pacientes com Anorexia Nervosa (AN) e Bulimia
Nervosa (BN). Ainda, o alelo A foi associado a uma maior gravidade das caracteristicas
psicopatoldgicas especificas, incluindo alimentacdo emocional e desordem da corporeidade
(56). Previamente, Miiller e colaboradores também haviam encontrado uma associa¢édo do alelo
A com os diagnoésticos de AN e BN (57). Em contrapartida, Jonassaint e colaboradores ndo
encontraram nenhuma associacdo significativa com AN (58). A associacdo desse SNP com
esses transtornos alimentares pode ser relativa ao fato de que a privacdo de alimentos aumenta
a expressdo do FTO no hipotalamo corroborando a hipétese de que FTO desempenha um papel
ser amplamente estudadas,

A obesidade, ainda, é um fator de risco para o desenvolvimento de depressdo que por
sua vez, é associada a compulsdo alimentar (61); devido a isso, essa variavel fez parte do
modelo de risco para TCAP proposto nesse estudo. No entanto, quando a depressao era avaliada
isoladamente, o modelo ndo mantinha a significancia estatistica, mostrando que, a depressdo
seria mais uma peca desse complexo gquebra-cabeca, e seu papel nessa doenca, ndo excluiria a
importancia da genética (tabela 3). Quanto mais elevado o IMC, maior o risco de desenvolver
depressdo associada (62), e pessoas obesas tem um risco aumentado em 55% de desenvolver
depressdo, ja depressivos, tem um risco de 58% de tornarem-se obesos (63); esses dados
reforcam a relacéo da depresséo e obesidade; de uma forma geral, fatores emocionais impactam
no consumo alimentar. Recentemente um estudo demostrou que fatores psicoldgicos eram
positivamente associados com gordura corporal (mesmo em individuos ndo obesos) (p < 0.028)
(64).

Ainda, é fundamental discutir o uso de medicamentos dos pacientes avaliados. Sabemos

que alguns medicamentos podem impactar na avaliagdo realizada. Tem sido proposto que
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alguns tratamentos comuns de depressdo podem aumentar o risco da obesidade. Ugoz e
colaboradores demostraram que 0 uso de antidepressivos promove um aumento de peso em
55,5% dos pacientes avaliados, podendo chegar a um aumento de 7% a 20% (dependendo do
medicamento) nos trés primeiros meses de tratamento (65). Em nossa amostra, 28,7% dos
individuos utilizavam algum antidepressivo. O fato dessas varidveis ndo serem incluidas no
modelo pode impactar nesses resultados e s&o uma limitagéo desse estudo.

A ligacdo de todos esses fatores, pode ser devido ao tipo de sinalizacdo cerebral dos
mesmos. Obesos demostram uma maior ativagdo de certos sistemas no cérebro, especialmente
em regides envolvidas na regulacdo da ingestdo de alimentos e relacionadas com o sistema de
recompensa (66). Sabe-se que a leptina atua via seu receptor no sistema nervoso central, esses
SNPs poderiam ser a origem de um sinal defeituoso que se propaga, gerando defeitos nesses
sistemas, o que poderia culminar com o trago compulsivo e impactar no ganho de peso ao longo
da vida.

A sensibilizacdo é uma propriedade béasica do sistema nervoso, em que a exposicao
repetida a um estimulo resulta em um aumento na resposta a esse estimulo. Assim, a exposicao
repetida ao consumo alimentar inadequado acabaria por levar a obesidade. Adultos magros
normalmente ndo demonstram sensibilizacdo comportamental apds exposicao repetida a um
lanche tipo “fast food”, mas um subconjunto de adultos obesos o faz, levantando a hip6tese de
que esse sistema é diferente em individuos obesos (67). Um recente estudo demonstrou que
FTO rs9939609 esta associado ao processamento neural de imagens de alimentos, na verdade,
0 genotipo AA aumentou a atividade cerebral especificamente em areas importantes para a
emocdo, memoria e auto-imagem e recompensa em comparagao com o genoétipo TT (68).

Em relacdo ao padrdo dietético, observamos que a genética, também, impacta no
consumo calorico, sendo esse relacionado, nessa amostra, somente aos SNPs do LEPr. Ao
analisarmos a interacdo LEPr 223 e LEPr 656, observamos que quando o LEPr 223 é
homozigoto selvagem (AA) e quando o LEPr 656 é heterozigoto (GC), a interacdo foi capaz de
produzir um maior efeito de risco de maior consumo calérico (tabela 3).

Novamente, o0 FTO rs9939609 ndo foi associado a caracteristicas dietéticas. Uma
hipotese que poderia justificar essa situacdo, talvez se dé ao fato de que as alteragBes na
expressdo do gene do FTO relacionadas ao consumo alimentar poderiam ser vinculadas a outros
SNPs, que ndo 0 rs9939609 (69). Zheng e colaboradores, demostram, por exemplo, que os
portadores do alelo de risco do FTO rs1558902 apresentam maiores alteragdes na sensibilidade

a insulina, conforme o consumo de alimentos; esse achado ndo foi observado para o FTO
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rs9939609 (70). Ainda, a expressdo hipotalamica do FTO é afetada pelo consumo energético,
sendo 0 mRNA de FTO altamente expresso em areas cerebrais importantes para a regulagao do
consumo de energia (71).

Interessante notar que o LEPr parece ser essencial para o efeito na expressao do gene
FTO, sendo a via de sinalizacdo STAT3 envolvida nesse processo. Wang e colaboradores
referem que h& uma regulacdo dependente do LEPr na expressdo do FTO durante a restricdo
energética (72). Ja foi descrito que a interacdo entre rs9939609 e rs1137101 provavelmente
afeta o controle da fome através de um mecanismo diferente da metilacdo do DNA (73). Além
disso, a sinalizacdo de leptina parece ter um papel indispensavel na regulagdo dos niveis de
insulina e glucagon e, essa méa sinalizacdo proveniente dos SNPs poderia promover o
desenvolvimento da hiperinsulinemia induzida por dieta e ganho de peso subsequente (74).

Em conjunto, esses estudos reforcam a possibilidade de que a ingestdo de energia
desempenhe um papel significativo na relagdo entre FTO e o peso corporal. No entanto,
fendtipos de consumo e comportamento alimentar especificos associados a esse polimorfismo
ndo foram identificados nessa amostra. Ressalta-se que é fundamental observar esses dados de
forma cautelosa, ja que pacientes compulsivos ndo realizaram (provavelmente) a avaliacdo
alimentar durante os episddios de compulséo.

Nossos resultados também trazem dados relevantes em relagdo ao tipo de consumo
alimentar de individuos gravemente obesos. As escolhas alimentares desses individuos ndo s
impactam no ganho de peso, mas também, em alteracdes bioquimicas que refletem nas
alteracdes metabdlicas observadas. Uma dieta rica em gorduras, por exemplo, pode impactar
negativamente na expressdo ou ativacdo de PPAR, isso favoreceria o0 aparecimento da
obesidade, dislipidemia e resisténcia a insulina (75). Pacientes com doencas associadas a
sindrome metabdlica deveriam ter um consumo de, no maximo, 7% de acidos graxos saturados
e 200 mg de colesterol/dia. Nossos pacientes apresentaram um consumo médio de
9,10% (+ 4,8) de &cidos graxos saturados e 283,00 mg (+ 162,3) de colesterol/dia. Ainda,
apresentaram um baixo consumo de gordura monoinsaturada, que deveria estar acima de 15%,
e esses pacientes consumiam, em média, 10,56% (£3,9) (76).

Uma relacgdo elevada de 6mega 6: 6mega 3, especialmente associada a altos valores de
acido linoleico comum as dietas ocidentais, também é relacionada a altas prevaléncias de
obesidade; alem disso, o acido linoleico se converte em &cido araquidonico, que desempenha
um papel crucial na inducéo da inflamacéo e adipogénese (77). Nossos pacientes apresentam

uma razdo média de 8,52:1 ( 2,94), idealmente, essa razao deveria estar em 5:1 (76). Conforme
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previamente citado, devemos levantar a hip6tese de que o registro alimentar provavelmente ndo
ocorreu em dias de episddios compulsivos, assim, o consumo alimentar poderia ser superior ao
reportado. Essas caracteristicas sdo encontradas em todas as formas de inquérito alimentar, e
s80 vieses inerentes aos proprios instrumentos.

Outros estudos, também, ja avaliaram o impacto da genética, especialmente de SNPs
relativos ao receptor de leptina. de Luis DA e colaborados, em uma amostra com 132 pacientes
obesos recebendo uma dieta hipocaldrica enriquecida com acidos graxos poli-insaturados
concluiram que portadores do SNP LEPr 656 tém uma resposta diferente da observada nos
individuos com o gendtipo do tipo selvagem (78). Outro estudo, que também avaliou a
influéncia da genética associada a uma intervencdo nutricional (dieta pobre em gordura Vs dieta
pobre em carboidratos), demonstrou que conforme o genétipo do sujeito e o tipo de dieta, a
resposta metabolica era distinta (79). Ainda foi descrito que o FTO parece influenciar na
escolha de alimentos ricos em gordura e altamente palataveis, sendo que esse poderia ser 0
mecanismo pelo qual o FTO é associado a obesidade.

Desta forma, a genética parece impactar no consumo alimentar, inclusive nas escolhas
alimentares, e no transtorno de compulsdo alimentar periddica, nossos resultados reforcam essa
hipotese. Devido a elevada prevaléncia de TCAP, bem como a alta prevaléncia dos SNPs

avaliados, em obesos, devemos olhar de forma diferenciada para essa populacao (80).

Conclusao

Esse estudo aponta para possiveis mecanismos genéticos envolvidos na compulsdo
alimentar, sendo necessario explorar mais essas relagcdes futuramente. Nosso estudo demostra
que 0s SNPs do LEPr 223 e LEPr 656 se associam ao TCAP e consumo calérico de pacientes
obesos, especialmente o LEPr 223 (AA), podendo vir a ser um importante marcador de risco
desses individuos. Nessa amostra, 0 FTO ndo apresentou associacdes com TCAP e consumo

alimentar.
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