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Humanity needs practical men, who get the most out
of their work, and, without forgetting the general
good, safeguard their own interests. But humanity
also needs dreamers, for whom the disinterested
development of an enterprise is so captivating that
becomes impossible for them to devote their care to

their own material profit.

Marie Curie (1867-1934)
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Lista de Abreviaturas, Simbolos e Unidades

AgRP — proteina relacionada a agouti

CART - transcrito regulado por cocaina e anfetamina
CRH — hormonio liberador de corticotrofina

GHRL - precursor da grelina

GPR24 (ou MCHR1) - receptor 24 acoplado a proteina G (ou receptomdnio
concentrador de melanina 1)

HCRTR1 - receptor hipocretina (orexina) 1

ICV - intracerebroventricular

IMC - indice de massa corporal

MC4R - receptor melanocortina 4

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

POMC — pro-opiomelanocortina

PYY — peptideo YY

RETN — gene da resistina

SNC - sistema nervoso central

TRH — hormoénio liberador de tirotrofina

WC - “waist circumference” (circunferéncia da cinfura



Resumo

A prevaléncia da obesidade tem aumentado em todmuondo, alcancando
proporgdes epidémicas em muitos paises desenvsleidiz transicdo. A obesidade é uma
doenca complexa de origem multifatorial, a qual, moitos casos, aparece como uma
condicdo poligénica influenciada por fatores amtaisn Apesar da contribuicdo de fatores
genéticos no desenvolvimento do ganho de peso raptamente reconhecida, a real
contribuicdo quantitativa dos mesmos em fendétipgacionados € ainda uma questao
complexa que precisa ser esclarecida.

Na presente dissertacéo, foi realizado um estudasdgeciacdo entre variantes em
dois genes candidatos de susceptibilidade a oldesiga parametros de massa e de
distribuicdo da gordura corporal em uma amostrpagailacéo euro-descendente de Porto
Alegre. Esse trabalho teve a finalidade de verifisa esses polimorfismos estariam
envolvidos na patogénese do excesso de massaalanpesa populacao.

Foram analisados dois polimorfismos localizados gerges transcrito regulado por
cocaina e anfetamina (CART) e no receptor canaténdi (CNR1), sendo eles: CART -
156A>G e CNR1 1359G>A. Os genodtipos para cada pofismo foram determinados
pela técnica da reacdo em cadeia da polimerassteripo clivagem com endonucleases de
restricdo especificas. Os fragmentos de DNA rasigbaforam separados e identificados
por eletroforese em gel de agarose.

Dentre os individuos da amostra, a maioria del8%j4apresentavam peso normal
(IMC<25Kg/nT), enquanto que 36,8% foram classificados comoepe@iso e 20,2% como
obesos (IMG30Kg/nf). As freqiiéncias genotipicas observadas para im@dismo no
gene CART foram A/A= 21,4%, A/G= 46,7% e G/G= 31,98aquanto que as alélicas
foram A= 44,7% e G= 55,3%. Nesse gene, as médiadvid e da WC foram
significativamente maiores em homens portadoresaldo A (m= 26,9 e m= 96,6,
respectivamente), quando comparados com aqueleszigotos para o alelo G (m= 25,6 e
m=93,7) (ANOVA, P=0,035 e P=0,038, respectivameni& para o gene CNR1, as
freqUéncias dos alelos e dos gendtipos observadasoppolimorfismo foram A= 22,2% e
G= 77,8%; AIA= 5%, A/IG= 34,5% e G/G= 60,6%. As naaddo IMC e da WC foram
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significativamente maiores em homens portadoresao G (m= 26,5 e m= 95,7), quando
comparados com os homozigotos para o alelo A (m8 83m= 87,7) (Mann-Whitney,
P=0,037 e P=0,012).

Esses resultados evidenciam que tanto o gene CARIMtg o gene CNR1 estdo
associados com fendétipos da obesidade humana ddéouma género-dependente, j4 que
em mulheres nao foi encontrado algum resultadafiigtivo.

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

influéncias genéticas sdo analisadas dentro decsgaxto bioldgico e ambiental.



Abstract

The prevalence of obesity is rising throughoutwloeld and it is reaching epidemic
proportions in many developed and transition coestrObesity is a complex disease with
multifactorial origin, which in many cases appeassa polygenic condition affected by
environmental factors. Despite the contributiongehetic factors to the development of
weight gain be widely recognized, the real quatNgacontribution of them to related
phenotypes is a complex question yet to be answered

In the present study, the association between tmadlidate gene variants and body
fat mass-related phenotypes was evaluated in anpEBan descent sample from Porto
Alegre city. This work aimed to identify if thoseolgmorphisms were involved in the
etiology of obesity in this population.

Two polymorphisms were investigated in the cocanghetamine-regulated
transcript (CART) and the cannabinoid receptor NRQ) genes, which are the following:
CART -156A>G and CNR1 1359G>A. Genotypes for eaahiant were determinated by
the polymerase chain reaction coupled to endonseleastriction digestion. The DNA
fragments generated were separated and identiietebtrophoresis in agarose gel.

Most individuals in our sample (43%) had a normalght (BMI<25 kg/nf), while
36.8% could be classified as overweight and 20.28tevobese (BME30 kg/nf). The
genotype frequencies observed in the CART polymemphwere A/A= 21.4%, A/G=
46.7% and G/G= 31.9%, while the allele frequenaiese A= 44.7% and G= 55.3%. In that
same gene, both BMI and WC means were significangiier in A-carrier males (m= 26.9
and m= 96.6, respectively) when compared to G-hggatz males (m= 25.6 and m=93.7)
(ANOVA, P=0.035 e P=0.038, respectively). Howewvar the CNR1 gene, the allele and
genotype frequencies were A= 22.2% and G= 77.8%=A%, A/G= 34.5% and G/G=
60.6%. The BMI and WC means were higher in G-camales (m= 26.5 and m= 95.7)
than in A-homozygote males (m= 23.8 and m= 87.7ar{MWhitney, P=0.037 and
P=0.012).

This results show that either the CART or the CNg&he are associated with
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human obesity-related phenotypes in a gender-dependay, since no significant result
was found in females.

The data revealed here reinforce evidence thatcet®m studies are a powerful
tool to identify genetic variants with susceptityilto complex diseases, mainly when they

are analyzed in a biological-environmental context.

11



Capitulo |
INTRODUCAO



l.1. Consideracdes Gerais - Definindo o Problema dabesidade

A obesidade é o resultado de uma disfuncdo créaicdalanco energético. O
equilibrio entre o consumo alimentar e o gasto g&imo determina, inicialmente, a
guantidade de energia estocada no corpo. Quandgeatéio excede o gasto, ocorre uma
expansado dos adipocitos e, em alguns casos, 0 &undennumero dessas células.
Hipertrofia e hiperplasia de adipdcitos represent@niinica patologia da obesidade.
Entretanto, o aumento dessas células pode indunioodistarbios metabdlicos e levar,
eventualmente, a outras doencas como diabetesgateardiovasculares, complicacdes
respiratdrias, entre outras. Desconhece-se sefmghbnpeso € causado por um aumento da
ingestdo de alimentos, ou pela diminuicdo da pded@nergia, podendo variar em cada
caso. Provavelmente, a obesidade seja 0 resultadse dgasto prejudicado e de um
ambiente sem atividade fisica, no qual alimentéanmante palataveis estdo facilmente
disponiveis. Desta forma, a consequéncia dessealdagb é o acumulo de gordura
(Ravussin e Bouchard, 2000). A obesidade pode efarida, assim, como um estado do
aumento do peso corporal, mais especificamentedida adiposo, de magnitude suficiente
para produzir conseqiéncias adversas a saude ¢Bpage Flier, 2001).

S&o muitos os fatores que atuam contra o aumentgadbo de peso, sendo,
provavelmente, o maior deles nas sociedades oeideatdiscriminacdo social pelos quais
passam individuos com sobrepeso ou obesos (PuldvenBll, 2001). A obesidade carrega
um estigma social de gula e preguica. Outro fater desfavorece o aumento de peso € o
desconforto fisico associado com a obesidade, brgdaz substancialmente a qualidade
de vida dessas pessoas (Han e cols., 1998). Ramnasahdividuos obesos, a insatisfacédo
com o corpo, o desconforto fisico e a estigmatzagécial podem desencadear ou
aumentar eventos de depressdo, ansiedade, sewsm@mtbaixa auto-estima e culpa.
Algumas das conseqiéncias desses problemas psosiggodem favorecer a ingestéo
energética (como recorréncia a alimentos ou beladtasdlicas) ou reduzir a atividade
fisica (através da letargia ou falta de motivac@®prdle, 1999). Aléem disso, alguns
medicamentos utilizados para amenizar tais tramssorpsicolégicos (como drogas
psicotrépicas) podem favorecer o ganho de pesafgwn e Egger, 2004).
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O aumento da prevaléncia da obesidade em todo @aoni@évou a Organizacdo
Mundial da Saude a classifica-la como uma epidgyiubal (World Health Organization,
1998). Atualmente, se reconhece que a obesidadme doenca cronica, tanto pelo
sofrimento pessoal que causa nos individuos afetadmmo pelo custo que traz aos
sistemas de salde publica e as sociedades (RawsBiouchard, 2000). Em paises
desenvolvidos, a condicdo socioecondmica estanfieriee associada com a obesidade,
onde existe uma alta prevaléncia da doenca em gegra baixa renda familiar (Swinburn
e Egger, 2002). A obesidade leva a reducédo de wpddades para trabalho, educagéo,
relacionamentos e inclusao social (Stunkard, 1¥963so parece ser mais potente em
mulheres do que em homens. Igualmente, um baidoicaliminui a possibilidade de uma
alimentagdo saudavel. Desta forma, bairros conmobstixtus socioeconémico tendem a ser
mais obesogénicos do que aqueles com alto staridp@®h e cols., 2002). Uma baixa
renda familiar esta também associada com elevaiessrde estresse crénico, 0s quais
podem acarretar na busca do conforto através memtiacdo, consumo excessivo de alcool
e, inclusive, na ativacdo cronica do eixo adrenalitprio hipotalamico (Bjorntorp e
Rosmond, 2000), resultando, assim, no desenvoltordgmobesidade.

O excesso de peso (ou sobrepeso) e a obesidadief@idos clinicamente pelo
indice de massa corporal (IMC). Esse indice, qe&clado pela razdo peso em kg/(altura
em mY, baseia-se na premissa de que a maior parte Bgd@mo peso para pessoas da
mesma altura é devida a massa de gordura corpesskesl individuos. A Organizacao
Mundial da Saude, baseada em estudos demonstraradonento nos riscos a saude
associado com o ganho de peso, definiu que um IM@liou superior a 25 kgfmé
classificado como sobrepeso e que um IMC igual upesor a 30 kg/mé classificado
como obesidade. Um IMC igual ou superior a 40 Kgémdiagnéstico de obesidade
morbida.

A prevaléncia de obesidade aumentou em todo o momad® de 75% desde 1980.
A urbanizagdo, as rapidas mudancgas tecnoldgicas disponibilidade de alimentos
palataveis tém alterado o modo de vida das pesdlmasnundo, mais de um bilhdo de
adultos apresentam sobrepeso ou sdo obesos. A caaga dessa recente epidemia parece
ser a mudanca ambiental, que promove uma excesggstdo caldrica e baixa atividade

fisica, condicbes que sdo pobremente compensadasagarteristicas do nosso genoma
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(Loos e Bouchard, 2003).

|.2. Predisposicdo Genética e Interacdes Ambientais

A atual epidemia da obesidade no mundo tem se dals@o somente ha trés
décadas, ndo podendo, assim, ser explicada sopanteodificacdes do genoma humano.
O rapido ganho de peso de uma populacdo €, prowemed, melhor explicado por
alteracbes ambientais que promovem um aumento dsuo® e uma reducdo do gasto
energético. Assim, a maioria dos casos de obesslage ndo como um resultado de um
defeito biolégico, mas através de comportamentok adaptados conduzidos por um
ambiente obesogénico. Dessa forma, a susceptitdlida obesidade €& parcialmente
determinada por fatores genéticos, mas um ambieb&sogénico” € necessario para a sua
expressao fenotipica (Loos e Rankinen, 2005).

Existe uma relacdo sinérgica entre gendtipo e artdiena presenca da
predisposicado genética a obesidade, a severidadieetdiga € amplamente determinada pelo
estilo de vida e pelas condi¢cdes ambientais. Quartiwiduos que vivem em um ambiente
“restritivo” evoluem em direcdo a um ambiente “alEnico”, como ocorre em paises
industrializados, a maioria ganha peso. Contudoglag com alta predisposi¢do genética a
obesidade ganhardo mais peso, enquanto que agesistentes a obesidade ganhardo
pouco peso ou nenhum. Desta forma, € aceito qu&tilo de vida, bem como fatores
ambientais tém influéncia no balanco energéticdtipoe na deposicao de gordura (Loos e
Bouchard, 2003). A restricdo energética pode raseln uma significativa perda de peso
em individuos obesos. Entretanto, ndo sdo todospresentam sucesso nessa reducéo, e,
similarmente ao ganho de peso em um ambiente obeisog a reducdo do peso em
resposta a um balanco energético negativo mogaredcas interindividuais mediadas pelo
componente genético (Loos e Rankinen, 2005).

De forma geral, muitos estudos sugeriram um fodenponente genético na
obesidade humana (Bouchard e cols., 1990; Haineole, 2000). Esses trabalhos
indicaram que, em resposta a dietas de baixo ealdrico, alguns individuos perderam
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peso mais facilmente do que outros, mas aquelesocoresmo gendtipo responderam de
maneira similar quando expostos a mesma dieta.sEsgaerimentos confirmaram que
existe uma diferenca consideravel na forma comadigiduos respondem a alteracdes do
balanco energético, e que a magnitude de suasstaspgts mudancas na dieta (alimentagéo
induzida ou restricdo energética) é influenciada ypma predisposicdo genética. Além
disso, pessoas que sdo obesas desde a infancigerdgpre qualitativamente e
guantitativamente diferentes formas de regulacdguelas que alcancam a obesidade
gradualmente como o passar dos anos (Blundell letiG2001). Dessa forma, 0 que se
observa é que a obesidade no mundo esta aumensaiggoindo que existe uma debilidade

na regulacdo do apetite e no controle da homeostesgética.

Com excecao de algumas doencas raras, na grandeantiis familias de pacientes
obesos ndo se observa um padrao claro de heramgkeliaea. O excesso de adiposidade é
uma caracteristica multifatorial complexa, estasdb a influéncia de fatores sociais,
comportamentais, fisiologicos, metabdlicos e genétiinteragindo entre si. Atualmente,
sao diversos os estudos que procuram explicar aamsenos de ingestdo alimentar
(Weinsier e cols., 1998; Schwartz e cols., 2000;0o8¢0e cols., 2000). Tais trabalhos
descrevem os processos que influenciam a ativid@dentar e propdem modelos para que

se possa entender a relacéo entre fatores biofgiambientais.

1.3. Controle da Ingestao Alimentar

7z

A regulacdo da ingestdo alimentar € baseada em nintado sistema de
“feedback”, o qual é influenciado ndo somente mbfponibilidade de nutrientes, mas
também por varios fatores ambientais e psicolégiBo®cente identificacdo de peptideos
relacionados a fome e a saciedade, bem como derseegtores, tem aumentado o
interesse de pesquisadores nos mecanismos deg&guala apetite, como um foco especial

na identificacdo de ferramentas que podem ser wmieigratamento farmacoldgico de
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desordens alimentares, desde anorexia até obegEidaeson-Albertsson, 2005).

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

A obesidade pode ser o resultado de mudancas ¢gmnétu adquiridas em trés
principais tipos de processos bioquimicos: contdaléngestdo alimentar, controle do gasto
energético e controle do armazenamento de endpPgia.ser o foco de estudo desse
trabalho, apenas o controle da ingestao alimeatardiscutido a seguir.

Existem diversos aspectos a serem consideradosgudacdo do comportamento
alimentar. Dentro do aspecto temporal dos mecarsistacontrole do apetite, incluem-se o
controle a curto prazo, por sinais fisicos e lipgoade peptideos digestivos em resposta ao
alimento, e o controle croénico ou a médio-longapra&fetuado por sinais (como a leptina)
gue indicam os niveis de reserva energética nooc@pntre os aspectos qualitativos do
controle do apetite, podemos citar os mecanismtzcioeados a selecdo de certos
nutrientes especificos ou grupos de nutrientes.URiono, devemos considerar que todos
esses processos sao coordenados por mecanisngpatistes (Palou e cols., 2000).

Sado diversos os tipos de biomoléculas capazes tetadas as informacdes
relacionadas a situacdo energética externa (disidade alimentar) a situagdo energética
interna (reservas energética e nutricional). Eattet a insulina e a leptina ja4 sdo
suficientes para nos possibilitar uma interpretdigoldgica dos processos envolvidos no
controle do balanco energético e explica-los, pelenos parcialmente, em termos
genéticos e moleculares. Ambos hormdnios circularmeéreis que sdo proporcionais ao

volume de gordura corporal (Bagdade e cols., 1@®nsidine e cols., 199@&) entram no
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SNC proporcionalmente aos seus niveis plasmatiasré e cols., 1993; Schwartz e cols.,
1996). Os receptores de leptina e insulina sdcesgps por neurdnios cerebrais envolvidos
na ingestdo energética (Baskin e cols., 1988; 1@%@&ung e cols., 1997), sendo que a
administracdo cerebral desses peptideos reduzeat@imgalimentar (Woods e cols., 1979;
Campfield e cols., 1995; Weigle e cols., 1995),uamgo que a deficiéncia dos mesmos faz
0 oposto (Zhang e cols., 1994; Sipols e cols., 199 ersos estudos tém demonstrado que
a leptina apresenta um papel mais importante dagosulina no controle da homeostase
energética via SNC. Como exemplo, é possivel obsaue uma deficiéncia de leptina
leva a obesidade severa, com hiperfagia que peraist mesmo com altos niveis de
insulina. Entretanto, a deficiéncia de insulina imituz obesidade (Schwartz e cols., 2000).
Em pacientes com diabetes mellitus (doenca gerada falta de insulina) fora de
tratamento, a ingestdo alimentar aumenta considienante (Leedom e Meehan, 1989),
enguanto que os niveis de leptina e de adiposidageral permanecem baixos (Hathout e
cols., 1999). Isso ocorre, porque, ao invés deswcado em forma de gordura, 0 excesso
de calorias ingerido nesse contexto contribui pemaacréscimo dos niveis sanguineos de
glicose, a qual é posteriormente excretada jumo&arina (Schwartz e cols., 2000)

Quando o geneb foi clonado em dezembro de 1994 (Zhang e col€94)18 seu
produto protéico (posteriormente chamado leptioadiéscrito, os mecanismos do controle
da ingestdo alimentar, do gasto energético e davies de gordura comecaram a ser
entendidos e relacionados. Um ano mais tarde, e dierfou LEPR), o qual codifica o
receptor da leptina (expresso no hipotalamo, emasytartes do sistema nervoso central e
também em tecidos periféricos) foi igualmente idieatlo (Tartaglia e cols., 1995) e
caracterizado (Chen e cols., 1996; Chua e col86)19

A leptina € uma molécula sinalizadora dos deposi®syordura no organismo,
sendo considerada um fator de saciedade. Até o momé o sinal aferente mais bem
conhecido e estudado que emana do tecido adippsdeeser o horménio mais importante
na informacdo aos controladores centrais do balamgrgético sobre o contetdo de
gordura corporal. Quando os niveis de leptina estfms, as moléculas circulantes,
liberadas na corrente sanglinea pelos adipécitosma os receptores de leptina em
neurénios do nucleo arqueado do hipotdlamo. Osdn@sg do nucleo arqueado, que sdo

ativados por um aumento dos niveis sanglineos pdimde sdo caracterizados por uma
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mistura caracteristica de neurotransmissores pepdidA maioria deles parece possuir
tanto POMC (pro-opiomelanocortina), a qual é a ok precursora da-MSH (alfa-
horménio estimulador de melandcitos), quanto CAR@nécrito regulado por cocaina e
anfetamina), e os niveis destes peptideos no cékelsiam na proporcdo dos niveis de
leptina no sangue. Como resultado do aumento dessrde leptina no sangue, tem-se um
aumento da liberagdo @eMSH atravées de POMC e de CART nos neurdnios déeauc
arqueado. Tais peptideos atuam no encéfalo e signddos anorexigénicos, por inibirem
0 apetite e aumentarem a taxa metabdlica (Figu&rstensen e cols., 1998; Cowley e
cols., 2001).

Em contrapartida, uma queda nos niveis sanglinedsptina estimula outro tipo
de neurbnio do ndcleo arqueado, o qual contém Bijarip mistura de peptideos: NPY
(neuropeptideo Y) e AgRP (proteina relacionadacaiflg Os efeitos desses peptideos no
balanco energético sdo opostos aos efeites&H e CART, j& que estimulam o apetite e
diminuem o metabolismo (Figura 1b)(Stanley e cadl®86; Billington e cols., 1991,
Shutter e cols., 1997; Hahn e cols., 1998). Poa e€33d0, esses sdo conhecidos como
peptideos orexigénicos. Embora o NPY seja descotno a molécula orexigénica de
maior poténcia no estimulo da ingestdo alimentaando a sua resposta € medida em um
curto intervalo de tempo, seus efeitos tém curtagio se comparados aos da AgRP.
Portanto, a AgRP deve ser considerada a molécakdgénica de maior relevancia nesse
processo, € 0 mecanismo responsavel por sua agibmgada € uma questdo que ainda

necessita de futuras investigagdes (Schwartz g 2680).
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Figura 1 - Papel dos neurdnios hipotalamicos na sinalizagdadiposidade. Leptina/insulina no
ndcleo arqueado inibe a rota anabdlica NPY/AgRBtienala a rota catabolica POMC, resultando
na reducdo da ingestdo alimentar e anorekia.Rota de sinalizacdo na deficiéncia de
leptina/insulina, onde ocorre o blogueio dos remegst MC4 e aumento da ingestdo alimentar,
levando & obesidade (adaptado de Schwartz e 2000).

AgRP e a-MSH tém efeitos antagbnicos. Ambos ligam-se aceptr MCA4.
Enquanto que @-MSH é o0 agonista desse receptor, AQRP é o antstgonatural, que
bloqueia a estimulacdo parMSH (Cone e cols., 1996; Ollmann e cols., 1997atikacao
de receptores MC4 em neurdnios do hipotadlamo lat@le a ingestdo de alimentos, ja o
bloqueio desses receptores tem efeito contrario €eols., 1997). Esses efeitos puderam
ser observados através de camundongos deficiemesedeptor MC4, os quais
apresentaram-se hiperfagicos e obesos, indicarela qua ativacdo € um fator limitante da
ingestdo alimentar e da massa de gordura corpduesiz@r e cols., 1997). Tal observagéo
pode ser estendida a humanos com mutagfes no gsse kceptor (Vaisse e cols., 1998;
Yeo e cols., 1998).

O sistema NPY/AgRP ndo somente antagoniza célutagerigénicas com
melanocortina em seus sitios alvos, nos quais aepteres MC4 estao localizados, como

também inibe diretamente essas células. Isso otamte através do NPY, quanto através
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dos neurotransmissores GABA (Cowley e cols., 200%),quais agem em inervacdes
sinapticas de células POMC por meio de terminag@bdares NPY/AgRP (Horvath e
cols., 1992). Essa aparente interacdo anatomicirecional entre pericarios NPY/AgRP e
POMC tem uma significativa relevancia, ja que preenca inibicdo de células
melanocortinas sempre que neurénios NPY/AgRP estivativos. Pelo fato de nao existir
um mecanismo constitutivo direto de “feedback” dipae células POMC para desativar
neurdnios NPY/AgRP, essa simples interacdo anatdrpimde prover uma possivel
explicacdo do porqué da base desses circuitos rdames promoverem mais a ingestao
alimentar do que a sensacgdo de saciedade (Ho2@@»). Entretanto, estudos recentes
indicam que a acao anorexigénica de CART pareceirsipendente do sistema
melanocortina, ja que o bloqueio de receptores M€ administracdo de AgRP nao
previne a hipofagia induzida por esse neuropeptidwards e cols., 2000). Examinando
os efeitos de CART na ingestdo alimentar, tem-gersilo uma interacdo desse peptideo
com o sistema NPY, através da observacédo de quiropeptideo orexigénico induz a
liberacdo de CART e o contrario tem o mesmo ef{@®tallo e cols., 2002). A liberagéo de
neuropeptideos orexigénicos induzida por CART marssr contraditéria se pensarmos
nesse peptideo como um simples agente anorexigéd@uudo, essa observagcdo pode
representar um efeito de “feedback” negativo e,@mlm CART tenha se mostrado um
inibidor da hiperfagia induzida por NPY, esse fa@o sugere, necessariamente, uma
conexao direta entre os dois sistemas. Esperaes® dpuoqueio da alimentacdo induzida
por NPY possa ser alcancado caso 0s neuropeptigeosdticos sejam administrados em
doses suficientemente altas para isso (Murphy,)2005

Além de os sistemas neuronais orexigénicos e aig@rdgos serem regulados
diretamente por leptina, também sofrem a acdo d®wginais metabdlicos periféricos,
como a grelina, insulina, glicose e o peptideo ¥, sinal de saciedade liberado do trato
gastrointestinal apos a ingestdo alimentar propoatmente a quantidade de calorias
contida na refeicdo (Cowley, 2003). Essa conexdotegracdo de sinais periféricos e
circuitos cerebrais associados com a alimentacéogasto energético parecem ser algo
redundante. Entretanto, tal fato reflete a haldédado circuito alimentar de se
autorearranjar, com a finalidade de manter os sivgciais de energia caso um dos

componentes da via de sinalizacédo seja removido.ifglica que as interagdes envolvendo
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circuitos neuronais hipotalamicos tém uma subssénplasticidade, a qual é um
componente chave na regulacao fisiolégica da home®energética (Horvath, 2005).

Atualmente, novos sistemas orexigénicos tém sidentificados, como as
hipocretinas, ou orexinas (principalmente a hipicael, ou orexina A), o horménio
concentrador de melanina (MCH) e os canabindidekganos, 0s quais parecem ser
inibidos por leptina durante o controle da ingestimentar (Qu e cols., 1996; Sakurai e
cols., 1998; Di Marzo e cols., 2001). Em contradast o horménio liberador de
corticotrofina (CRH), o hormdnio liberador de tnafina (TRH) e a interleucinaBlestao
entre a crescente lista de peptideos que promovbalanco energético negativo quando
estimulados por leptina (Figura 2)(Bray e cols9Q@&Xow e Pfaff, 1991; Luheshi e cols.,
1999). Dessa forma, a acao desse horménio em amwmdosistemas orexigénicos e
anorexigénicos, quando combinados, leva a umagtieessdo da ingestdo alimentar.

Os efeitos draméticos de reducéo do peso corpelalggministracdo de leptina em
camundongos obesos da linhageimoh que sdo deficientes em leptina devido a mutagcdes
no gene que a codifica, aumentaram as expectalvapie a obesidade humana também
pudesse ser um estado de deficiéncia desta pratefnee poderia ser tratada pela sua
administracdo exogena. Porém, estudos posteriod@s confirmaram essa hipoétese,
concluindo que pessoas deficientes em leptina,apednente, representam apenas uma
minoria dos casos de obesidade em humanos (Matf@se 1996; Niki e cols., 1996). Em
contraste, a maioria das pessoas obesas apreseritaalevados de leptina, o que indica
gue a obesidade possa ser um estado de resistérsia proteina na maioria dos casos
(Considine e cols., 1996). Essa hipdtese sugereatpums casos de obesidade possam
ocorrer devido a uma reducdo da agédo da leptingérebro, na qual individuos afetados
provavelmente ndo responderiam a um tratamentoafaridgico com leptina. Portanto, a
busca por moléculas capazes de induzir a resiat@ndégptina, ou por mutagdes no seu
receptor e/ou em etapas posteriores da sua vigstems nervoso central, tornou-se uma

importante direcdo tomada na compreensao da etaliagobesidade em humanos.
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Figura 2 — Visdo esquematica do efeito da leptina na regolaga
ingestdo alimentar através de fatores neuroend&crinNPY,
neuropeptideo Y; MCH, hormdnio concentrador de mietg AgRP,
proteina relacionada a agouti; POMC, pro-opiomalartma; CART,
transcrito regulado por cocaina e anfetamina; GRirménio liberador de
corticotrofina; TRH, hormonio liberador de tirotimd (adaptado de
Trayhurn, 2005).

|.4. Genes Candidatos

Desde o reconhecimento de que a variacao interthdilyda obesidade e fenotipos
relacionados tém origem em multiplos determinargeséticos, pesquisadores estado
buscando alcancar a identificacdo de genes egmexifbem como suas mutacdes com
implicacdes funcionais, que possam estar assoc@dbgados a obesidade.

Nosso grupo investiga ja, ha varios anos, genedidatios de susceptibilidade a
obesidade em uma amostra de descendentes de eurdpecidade de Porto Alegre
(Mattevi, 2003; Mattevi e cols., 2002; 2004; Fieggam e Hutz, 2003). Esses estudos ja
identificaram associacdo em 6 genes dos 12 prewignselecionados dentre aqueles que

compreendem as varias vias metabdlicas envolvidaiologia do acumulo excessivo de
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massa corporal, desde sinalizadores centrais, etésgcujos produtos participam no
processo de termogénese. E importante salientata,ague, desses genes estudados, trés
envolvidos no controle da ingestdo alimentar aptesam resultados estatisticamente
significativos em estudos de associacdo com fepstiplacionados a obesidade humana.
Mattevi e cols. (2002) encontraram associacao d@alimorfismo no gene neuropeptideo
Y (NPY) em mulheres na pré-menopausa e de um aotgene receptor da leptina (LEPR)
em individuos ndo fumantes, enquanto que Fiegenbauidutz (2003) detectaram
associacao de variantes do gene APOA-IV apenasoaenerts. Ao lado desses, Mattevi e
cols. (2004) encontraram associacao de um polismdino gene da resistina (RETN), o
gual esta relacionado com o processo de termogétmsdém em mulheres na pré-
menopausa. Esses dados nos indicam que tais gdmesma forma geral, parecem
contribuir para o desenvolvimento da obesidadeangspulacdo de um modo género-
dependente. Além disso, tais resultados demonstrarelevante papel dos estudos de
associacao na identificacdo de variantes génicasimferferem na susceptibilidade as
doencas complexas, especialmente dentro de umxtoiielogico e ambiental.

Anualmente, com a primeira edicdo em 1994, tem piddicada uma compilacéo
sobre os estudos genéticos em relacdo a essa ganggenca, designada Mapa Genético
da Obesidade Humana (Pérusse e cols. 2005). Atgordar 2005, pelo menos 113 genes
haviam sido relatados com associacéo positiva &id@s publicados.

Para este trabalho, foram selecionados dois gearetidatos a obesidade, ambos
atuantes no sistema nervoso central e incluidoaraendas trés vias principais envolvidas
na homeostase energeética: a ingestao alimentarl8stoo transcrito regulado por cocaina
e anfetamina - CART e o receptor canabindide - CNEBdbe ressaltar que este segundo
gene, CNR1, ainda ndo consta na lista de genesssotiacdo positiva no Mapa Genético
da Obesidade. Este trabalho seria, entdo, um dagipds na inclusao desse gene como um
possivel candidato a obesidade humana.

A selecédo desses genes baseou-se, principalmestdumcdes propostas para as
proteinas codificadas por eles e nos tecidos nat gssas proteinas sdo expressas. Em
relacdo as caracteristicas moleculares de cada, gameuraram-se aqueles com
polimorfismos ja descritos para outras populac@ewadas de europeus.
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[.4.1. O Gene CART — Transcrito Regulado por Cocaiae Anfetamina

Como mencionado anteriormente, a regulacdo dotepetio balanco energético &
um sistema composto por duas rotas opostas, orexégé anorexigénica, onde o equilibrio
entre ambas é determinado pelo comportamento almedo individuo. Cada uma dessas
rotas € um sistema com mudltiplos fatores regulagdrincluindo-se os neuropeptideos. O
peptideo transcrito regulado por cocaina e anfe@CART) € um componente da via
anorexigénica desse sistema de regulacao (Kriste@seols., 1998). Esse peptideo foi
primeiramente isolado a partir do hipotdlamo denosi(Spiess e cols., 1981) e, entéo,
descoberto como um transcrito de mRNA regulado é@@bro pela administracdo de
cocaina e anfetamina em ratos (Douglass e col85)19

O transcrito CART, em ratos, apresenta 700 ou 9@@pbomprimento, sendo esta
variacdo, provavelmente, um resultado de “splicimgternativo ou de diferentes
comprimentos de poliadenilagdo na extremidade 3ralascrito. Além disso, o0 mesmo é
formado por 3 exons e codifica uma proproteinal®du 129 aminoacidos, sendo pouco
conhecido seu processamento e sua forma bioataaefBe cols., 2002). A clivagem da
sequéncia sinal na regido aminoterminal do progeptfesulta em dois peptideos contendo
89 e 102 aminoacidos, respectivamente. Embora o AnBNo peptideo CART sejam
altamente conservados entre roedores e humanosexisie ocorréncia de “splicing”
alternativo nesses ultimos. Dessa forma, o mRNA hdenanos apresenta 92% de
homologia como o transcrito menor de ratos e 95%hamologia quando se trata de
aminoacidos. A maioria dos trabalhos que investigarefeitos do CART na regulagédo da
homeostase energética foram desenvolvidos utilzangeptideo de 102 aminoéacidos e,
embora o transcrito enddgeno seja processado dwea faecido-especifico, todos os
peptideos isolados até o momento apresentaram or t@@nanho. Isso sugere que a forma
maior do peptideo possa nao ser relevante fisichogente (Murphy, 2005).

O peptideo CART mostra-se com ampla distribuicdoespressao dentro do
cérebro, sendo abundante em muitas areas envohédeegulacdo do apetite e do balanco
energético, tanto em humanos quanto em murinosfal@lreflete a possibilidade de que

esse neuropeptideo tenha uma funcdo similar enbe®diipotalamicas de ambos os
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grupos. Entre essas areas, encontram-se o0 nuctpeeaao hipotalamico, o nucleo
ventromedial, o nucleo medial dorsal, o hipotalalateral e o nucleo paraventricular
(Douglass e cols., 1995; Broberger, 1999; Vrangoks.c1999). O CART é também
expresso em outras regibes do eixo adrenal piwitdipotalamico, principalmente na
glandula pituitaria e na medula da glandula adr@@aliceyro e cols., 1997). O papel deste
peptideo derivado perifericamente € desconhecids, pode ter uma importante funcéo
neuroenddcrina. Entretanto, a presenca do CART emidas hipotalamicas do cérebro
sugere um possivel envolvimento do mesmo na re@uldgQ apetite. Esse fato esta sendo
confirmado através de muitas observaces, inclutndtivacdo da expressao do transcrito
no nucleo arqueado apos a administracdo intraaeremiricular (ICV) do hormdnio
leptina em ratos ndo alimentados (Kristensen e,ct#98). Dentro do nucleo arqueado, o
MRNA CART colocaliza-se com o peptideo anorexigérpcecursor de melanocortina
(POMC), sendo que ambos mostram uma resposta caat@en leptina (Elias e cols.,
1998). Concomitantemente, existem evidéncias deagerpressao de CART no cérebro
seja regulada por dopamina de maneira reciprocau(Bg e cols., 2004). Isso porque a
adicdo de cocaina pode ocasionar mudancas no aisteesolimbico dopaminérgico,
fazendo com que o CART apresente uma seérie deefibre a dopamina no SNC. Até o
momento néo foi identificado algum receptor de CARM fato que limita um maior
entendimento da funcdo desse transcrito.

A expressdo de CART ¢é inibida em dois modelos rosrie obesidade, os quais
apresentam a sinalizacdo de leptina defeituosanmuedongamb/obe o ratofa/fa. Nesses
animais, em jejum, a expressdo de CART é diminuAdalado disso, observa-se que a
administracdo ICV de CART inibe o neuropeptideo NPY). Quando se realiza a
administracdo ICV de anticorpos para CART obtérmareeaumento de absorgéo noturna de
alimentos (alimentacdo induzida) (Kristensen e .col998). Associados aos efeitos
alimentares, esse trabalho verificou que a admagidb de CART gerou distlrbios motores
severos nos primeiros quatro dias de tratamentoprésenca dessas anormalidades
comportamentais sugere que a reducdo da ingestdengr posterior a administracao
desse neuropeptideo possa ser, mais provavel, sgoitago dessas mudancas no
comportamento, do que um verdadeiro efeito anarétiEntretanto, ndo se tem

conhecimento se a administracdo ICV de baixas ddse€ART, as quais levam a
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pequenas, mas significativas, reducbes na ingesli&wentar, também cause efeitos

comportamentais. Larsen e cols. (2000) mostraragnaqoontinua administracdo ICV em

ratos de doses moderadas de CART durante setealiadediminui a alimentacédo e o peso
corporal de forma dose-dependente, embora essexsefejam restritos somente aos cinco
primeiros dias de tratamento. Rohner-Jeanrenaumse (002) verificaram, além desses
efeitos, uma reducado dos niveis plasméaticos déiniasel leptina e um aumento da oxidacéo
lipidica. O fato de longos tratamentos estarem cé@dos a pequenos efeitos foi

corroborado por Kong e cols. (2003), atraves daembsdo de que injecdes do peptideo
CART em ratos duas vezes ao dia durante uma seredna a ingestdo alimentar diaria,

mas nao afeta a ingestao energética e o peso abdeouma forma geral.

Em camundongos transgénicos com auséncia do titanS&RT, foi descrito que a
delecdo desse gene ndo tem grande impacto na géguiglimentar (calorias) quando
alimentados segundo uma dieta regular, mas apeesena predisposicdo a obesidade,
quando as dietas alimentares sdo altamente cad@emicar e cols., 2001). Entretanto,
apesar das evidéncias de que o NPY tenha um papélak na inducdo do apetite,
camundongos com o0 gene que codifica esse neurdpeptiocauteado apresentam a
alimentacédo e o crescimento normalizados, o quersugna forte evidéncia de que exista
um mecanismo compensatorio relacionado com o sistden regulacdo da ingestdo
alimentar. Devido a esses resultados, tais estt&asmostrado o papel do CART na
regulacdo do apetite e do balanco energético, @és quodem ser relevantes para a
regulacdo do peso em populagdes humanas.

Diferente dos resultados observados ap6s a adragast ICV de CART
(Kristensen e cols., 1998), Abbott e cols. (200igomtraram que a administracdo desse
neuropeptideo diretamente em determinadas areawl@imicas de ratos ndo alimentados
aumentou significativamente a ingestao alimentassd caso, os efeitos de CART no gasto
energético parecem ser contraditorios aos esperpdosneuropeptideos orexigénicos.
Entretanto, tal contradi¢éo torna-se menos evidenieonsiderarmos que o CART tem um
importante papel no processo adaptativo a baixepdraturas. Dessa forma, se esse
transcrito faz parte de um sistema que aumentaodupéio de calor sob condicbes
estressantes de temperatura, é plausivel de senangge 0 mesmo possa tanto aumentar a

ingestédo alimentar, quanto a producéo de caloulRe®s similares foram encontrados em
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animais que superexpressavam CART, os quais pendeas peso do que os controles
apos 24 horas de jejum, sugerindo um alto gast@étien. Entretanto, a exposicao cronica
a baixas temperaturas aumentou dramaticamente @ssgp desse neuropeptideo no
ndcleo arqueado, 0 que, juntamente com os ef@to®yénicos e orexigénicos, sugere que
o CART tenha um papel relevante na adaptacado améssa regiao (Kong e cols., 2003).
Outro aspecto importante de se observar, € quepasta alimentar apds a administracdo
de CART (Abbott e cols., 2001) é atrasada quandopapsada com a acao imediata de
outros neuropeptideos orexigénicos. As razdes@arasso ocorra ainda ndo estdo claras,
contudo, € possivel que o CART possa influencidvesiacdo de outros efetores dentro do
hipotalamo, estimulando a liberacdo de peptide@xig&nicos e/ou reduzindo a de
anorexigénicos, causando, portanto, esse everi@it@ BO apetite. Assim, pode-se assumir
gue o CART apresente multiplos papéis com difeeehte¢cdes na homeostase energética,
onde um distinto circuito no apetite dentro do tfamo deva sinalizar para ambas vias
orexigénica e anorexigénica. Certamente, pareceeligue o CART, como um
intermediario de sistemas neuronais aparentemestiatds, possa transmitir mensagens
opostas entre diferentes populacdes neuronais\ersds regides do hipotalamo (Murphy,
2005).

Séao diversos os estudos que relacionam o gene GARiTa obesidade humana.
Esse gene € um candidato posicional para a obesjdaglie localiza-se no cromossomo
5g13-14 (Douglass e Daoud, 1996; Echwald e cad39®9}1 o qual tem-se mostrado um loco
de susceptibilidade para essa doenca (Hager e d&98). Muitos desses trabalhos
identificaram polimorfismos nesse gene em indivedabesos. Os dados mais convincentes
gue sugerem o papel desse transcrito na obesidadania provém de dois principais
estudos. O primeiro deles identificou uma familaliana com historia de obesidade
precoce (del Giudice e cols., 2001). Os membrosrbeigotos para uma mutacdo com
sentido trocado, Leu34Phe, eram severamente obesasfancia e apresentavam, em
média, um IMC=39 na vida adulta. Essa mutacdo pnaolservada nos individuos nao
afetados da familia, os quais apresentaram um IMCefh média. Adicionalmente, um
estudo funcional demonstrou que essa mutagdo pademt papel em fendtipos da
obesidade por alterar os niveis desse peptideewntosal de acdo (Dominguez e Kuhar,

2004). No segundo trabalho, Yamada e cols. (20@8jienciaram e caracterizaram 0
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promotor do gene CART de 30 japoneses obesos, cohjetivo de verificar se haveria
alguma contribuicdo deste gene para o desenvolmeessa doenca. A partir desse
estudo, foram encontrados seis polimorfismos comessa regido: -156A>G, -390T>C, -
484T>G, -915G>T, -929G>C e -967C>T, a partir diosite inicio de transcricdo. Esse
promotor € composto por uma regido CRE e quatravomtde consenso CANNTG
(designados Ebox), localizados a 5’ do TATA boxnento de regulacdo da expressao
génica (Yamada e cols., 2002; Barrett e cols., R0@dmo resultado, dos seis sitios
polimérficos identificados, somente a transposi€EB6A>G foi associada com um alto
IMC nessa populagdo. Recentemente, Guéragdebls. (2005) realizaram estudos de
associacdo em uma populacéo francesa e verifioguanum outro polimorfismo na regido
promotora, -3608T>C, tem um papel importante naepitgilidade para a obesidade. Esse
trabalho demonstrou, ainda, através de estudosohais, que esse polimorfismo pode
modular o sitio de ligacdo da proteina. Portargse ¢erceiro trabalho contribui ainda mais
para aumentarem as evidéncias de que esse geneelsggnte para o desenvolvimento
dessa doenca em humanos.

Em adicdo a esses polimorfismos, foi encontrada wara substituicdo de
aminoacidos com sentido trocado, Ser66Thr, no éxaolo gene CART, a qual ndo esta
claramente relacionada com o fenétipo obeso. Entrajertida, dois polimorfismos
comuns foram descritos dentro da regido 3’ ndainida (3 UTR) do exon 3. A primeira
mutacdo, 1475A>G, localiza-se a 39pb em 3’ a pddicédon de terminacdo. A segunda
variante € uma dele¢do de adenina na posicdo IMSIA57), a 21 nucleotideos em 3’ a
partir do codon de terminagdo. Ambos polimorfisid75A>G eAA1457) encontram-se
em desequilibrio de ligacdo e ndo apresentarangugraassociacao significante com IMC.
Em contraste, homens heterozigotos para a vardiam8A>G mostram significativamente
menor proporgao cintura-quadril e niveis diminuidesnsulina plasmatica e trigliceridios
em jejum (Challis e cols.,, 2000). Também na regBioUTR foi encontrado um
polimorfismo de insercédo/delecdo de uma adeningpomicdo 1355, igualmente néo
associado a obesidade (Yamada e cols., 2002).

Dentre esses sitios polimorficos, foi escolhidaapesse trabalho, a substituicdo -
156A>G, principalmente, pelo fato do alelo varianépresentar alta frequéncia

(aproximadamente 0,34) e estar significativamerggo@ado com alto IMC em uma
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amostra de pacientes japoneses (Yamada e colg). 200

[.4.2. O Gene CNR1- Receptor Canabindide 1

A Cannabis sativdmarijuana) tem sido cultivada por mais de 5 mds tanto para
a obtencdo de fibras para a fabricacdo de téxdamnto para prover uma variedade de
extratos de uso medicinal e recreativo. Até o prtesea marijuana e outros derivados
psicoativos deCannabis sativaepresentam a maioria das drogas ilegais conssnmda
mundo ocidental. Contudo, paralelamente aos praidesociais relacionados ao abuso
dessas substancias, comunidades sociais e ciastiim, recentemente, comecado a ficar
atentas aos potenciais terapéuticos dos canabinéides novos compostos sintéticos que
interferem no sistema canabindide endogeno (Butst®07; Di Marzo e cols., 1998).

O efeito estimulante do apetite que a marijuanasaa@m humanos tem sido
observado durante séculos, estando esse estinmdonrado, principalmente, a doces e a
alimentos palataveis (Abel, 1975). Muitos trabalf@slemonstraram que a administracédo
de canabinoides estimula a ingestédo alimentar edelo® animais (Williams e cols., 1998;
Koch, 2001). Entretanto, somente ha poucos anesfesémeno foi seriamente levado em
consideracdo nas pesquisas. Desde a descoberecdptores canabindides e seus ligantes
endogenos (endocanabindides), esta sendo propesisténcia de um sistema canabinoide
endogeno, fornecendo bases fisiologicas para odofdiologicos induzidos pela
marijuana e seus derivados (Cota e cols., 2003)adm disso, o0 alto grau de conservacao
evolutiva entre diferentes espécies enfatiza o Ipd@éoldégico fundamental dos
canabinodides nas fungdes cerebrais (De Petroesdilids., 1999).

ApOs inumeras investigacdes cientificas dentro dosnerosos constituintes
guimicos daCannabise seus mecanismos de acdo (Porter e Felder, 200d)ificou-se a
estrutura de\’-tetrahidrocanabinolA’-THC) como o principal ingrediente psicoativo da
marijuana (Revisdo em Cota e cols., 2003). Esseposio, bem como o seu analogo
sintético nabilone, estdo sendo prescritos paranizaresintomas de nausea e vomitos em
pacientes com cancer desde a metade dos anos & erevenir a perda de peso em
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pacientes com AIDS desde 1992 (Di Marzo e MatiaB)52 Os dois primeiros
canabindides endogenos, ou endocanabindides, foescobertos no inicio dos anos 90,
sendo eles a anadamida (Devane e cols., 1992) &ceroy 2-araquidonoil (2-AG)
(Mechoulam e cols., 1995; Sugiura e cols., 1995nbf8s sdo derivados do &cido
araquidoénico, o qual é um acido graxo precursomdios outros sinalizadores quimicos.
Em 1990, o primeiro gene para um receptor canaten@CB1) foi clonado (Matsuda e
cols., 1990), seguido trés anos mais tarde pelac@aizacdo do segundo gene para o
receptor (CB2) (Munro e cols., 1993), ambos pedstes a superfamilia de receptores
acoplados a proteina G. Levando-se em consideaghstribuicdo no Sistema Nervoso
Central (SNC), CB1 foi considerado o receptor car@bte do tipo cerebral, enquanto que
CB2, por ser expresso, principalmente, em célufaanes, foi considerado o tipo
periférico. Contudo, essa classificacdo ndo ser@as correta dado que inUmeros estudos
tém mostrado a expressao de CB1 também em tecatidérigos, bem como de CB2 em
células imunes derivadas do cérebro (Porter e FE2001). Dessa forma, podemos dizer
gue o sistema endocanabindide é constituido petagptores canabindides, pelos
endocanabindides e pelas enzimas que catalisam bigssintese. Visto que néo existem
evidéncias demonstrando o envolvimento de CB2 mirale do balanco energético, esse
trabalho focalizou-se, exclusivamente, em CB1, al gpresenta significativos efeitos na
ingestao alimentar.

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

Cota e cols. (2003) também verificaram a evidéd@ague os endocanabinodides
atuam em varias regifes do hipotalamo as quaislamga homeostase energética,
incluindo o hipotalamo lateral, o nucleo arqueado Bucleo paraventricular, todos em

conjuncdo com efeitos diretos em células adiposadippgénese, para promover um
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balanco energético positivo. Também foi verificafiee 0 mMRNA hipotalamico de CB1
colocaliza com o hormonio liberador de corticotnafiCRH), com o transcrito regulado
por cocaina e anfetamina (CART) e com o horméniwceontrador de melanina (MCH).
Nesse estudo, camundongos que tiveram o recepttrb@Bjueado (gene nocauteado —
CB1 -/) apresentaram a expressdo de CRH aumentada repmaraventricular e niveis
reduzidos de CART no ndcleo medial dorsal e nothlpmo lateral. Ao lado disso, os
mesmos exibiram uma reducédo na ingestao caléricaney consequéncia, uma reducéo na
massa de gordura total, diminuindo, assim, o pegmocal. Na mesma direcdo, Di Marzo e
cols. (2001) observaram que camundongos deficiedeesCB1, ou tratados com
antagonistas do receptor, também consumiram méinosnéos nas primeiras horas apés a
privacao alimentar. Outros trabalhos evidenciaramportancia dos endocanabindides na
ingestdo alimentar através do uso de antagonistasagptor CB1, os quais reduziram a
aquisicao calérica e o peso corporal em camundofidibddebrandt e cols., 2003) e em
humanos (Black, 2004). Tais antagonistas de recept@mbindide estdo sendo vistos como
possiveis farmacos para a perda de peso.

Os dados encontrados por Di Marzo e cols. (2001)qde os canabindides
apresentam relevante papel na aquisicAo energéjicgamente com o papel
neuromodulador dos endocanabindides através de remeptores CB1l previamente
estabelecido (Di Marzo e cols., 2004), sugerem @sge sistema controla a ingestao
alimentar em dois principais niveis. O primeiro edelé que esse sistema reforca a
motivacdo de encontrar e consumir alimentos com alto valor de incentivo,
possivelmente por interagir com rotas mesolimbieasolvidas em mecanismos de
recompensa. O segundo é que 0 mesmo, por ser@atvagrande demanda no hipotalamo
apos uma curta privacdo alimentar, regula os nigkis a acdo de outros mediadores
orexigénicos e anoréticos, com a finalidade de Zimdo apetite. Essa hipbtese de acao
dupla em regides mesolimbicas e hipotalamicasdoficnada através da observacédo de
gue a administracdo de endocanabindides nessas e€sti@ula a ingestdo alimentar em
ratos (Jamshidi e Taylor, 2001; Kirkham e cols.020 Além disso, os niveis de
endocanabindides sdo maiores nessas regides dargmtieacdo e menores durante o
consumo alimentar, como o esperado para um medidwrigénico. No hipotalamo, essas

mudangas nos hiveis parecem ser inversamente amorhdas com aquelas que ocorrem

32



nos niveis de leptina na circulagdo. De fato, atidap diminui os niveis de
endocanabindides no hipotdlamo mais do que o faa matros neuropeptideos
orexigénicos (Di Marzo e Matias, 2005).

O sistema endocanabindide cerebral parece sernt@stdevante no controle da
ingestdo alimentar em roedores jovens (Cota e ,c@803), principalmente em
camundongos recém-nascidos. Isso, porque o blotpr@macoldgico de receptores CB1 no
primeiro dia ap6s o nascimento leva a supress@ucizio e da ingestao de leite, podendo,
eventualmente, conduzi-los a morte (Fride, 2004am@dongos recém-nascidos
deficientes de CB1 também ingerem menos leite,soasconsequéncias letais inferiores.
Essas observacfes sdo particularmente notaveisfgielale os canabindides enddgenos,
como o 2-AG, apresentarem um pico em seus nivetgmedro de ratos apds o nascimento,
assim como altas concentragdes no leite materrmpyeoevidencia o papel critico dos
receptores CB1 no controle motor da succdo durantdesenvolvimento neonatal.
Entretanto, Hanus e cols. (2003) relataram queA& Aipotalamico diminui apés 12 dias
de restricdo alimentar. Para explicar esses remgfaos autores sugerem que essa
diminuicdo ocorra como estratégia adaptativa cotapwntal em decorréncia de uma
restricdo alimentar aguda ou crbnica. Assim, deramh periodo inicial de jejum, é
benéfico que o animal apresente altos niveis decamabindides para induzi-lo a procurar
alimento. Porém, durante um longo periodo de géstralimentar, quando, aparentemente
nenhum alimento foi encontrado, conservar a enatgievés da reducdo na motivacao pela
procura de alimento pode ser necessario para apadsobrevivéncia desses animais (Fride
e cols., 2005).

Em suma, estes estudos com animais sugerem a neievao sistema
endocanabinoide na inducdo da ingestéo alimedtgug a mesma é ativada ap0s um breve
periodo de jejum e/ou de exposicao a alimentoggedss, tendo como resultado a inducdo
do apetite, a reducdo da sensacédo de saciedainteulestla lipogénese e diminuicdo do
gasto energético (Di Marzo e Matias, 2005). O efelesse sistema na lipogénese é
corroborado pela presenca de receptores CB1 endcidip brancos. Nessas células, a
inducdo de CB1 leva a ativacdo da lipoproteinasép@Cota e cols., 2003) e o bloqueio
causa a superexpresssdo de adiponectinas, um horrodrcial para a reducdo da

expressao de enzimas envolvidas na lipogénese di8erscols., 2003; Poirier e cols.,
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2005). O sustento da inducéo desse sistema, limdad tecidos controladores do balanco
energético, pode, entdo, contribuir para o desemehto da obesidade e de outras
sindromes metabdlicas. Essa hiperatividade deva sensequiéncia de uma dieta rica em
acidos graxos, a qual aumenta a disponibilidadeedegrecursores para a biossintese dos
endocanabinodides, bem como deve ser sustentada resisténcia a leptina, que
normalmente contribui para o desenvolvimento ddesaca (Di Marzo e Matias, 2005).

A ampla expressao de CB1 no nudcleo hipotalamicst@éanuma forte indicacéo de
gue o sistema endocanabindide esta diretamentelvetovona regulacdo alimentar
(Breivogel e Childers, 1998). Ao passo que defestmsrotas sinalizadoras anorexigénicas
guase sempre levam a obesidade, a perda de NPMreondongos mutantes ndo resulta
em um fendtipo magro (Erickson e cols., 1996). Eetelltado sugere a presenca de um
mecanismo compensatério que € ativado quando #zsigio de NPY estd ausente. Os
endocanabindides podem ser possiveis candidatseshs#étuicdo da ativacdo por NPY, ja
gue a administracdo do antagonista de CB1, SR1417d6 Rimonabante), suprime a
ingestdo alimentar tanto em camundongos com NPMuteado, quanto nos selvagens.
Tais dados parecem confirmar que o NPY e os endbaaiides promovem a ingestao
alimentar de forma independente um do outro (Dizda cols., 2001). Assim como essa,
outras evidéncias sugerem que 0 sistema canabipOsta ser no futuro um importante
alvo terapéutico no tratamento da obesidade.

Em adicdo ao papel modulador na ingestdo alimeataistema canabinoide esta
envolvido em muitas fungdes psicologicas. Uma dade de efeitos foi sumarizada por Di
Marzo e cols. (1998): “diminuicdo na sensacdo de, deducdo do controle dos
movimentos, relaxamento, fome, esquecimento, sopmtecdo”. A ativacdo do sistema
canabindide enddgeno parece representar um contpoingoortante e crucial para cada
uma dessas funcgdes.

Diversos estudos demonstraram alguma relacdo tonsisendocanabindide com a
obesidade em modelos murinos e também em humanwstdnto, tais investigacdes, até o
presente, ndo foram suficientes para incluir o géidR1 (o qual codifica o receptor
canabindide 1 — CB1) no Mapa Genético da Obesitthdeana (Pérusse e cols., 2005)
como um gene candidato em estudos de associacda. dam principais dificuldades

apresentada nesses trabalhos s&o os diferentess afei apetite causados pddTHC,
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presente em cigarros de marijuana. Observa-se ltae doses geram uma diminuicao
inicial na ingestao alimentar, seguida por um sgidsete acréscimo, enquanto que baixas
doses levam somente ao estimulo do apetite (GagnBie, 1975). Na mesma direcéo
desses dados, antigos escritos indigenas descreveso deCannabispara superar a
sensacdo de fome. Este efeito pode ser explicatis mhferencas no potencial das
preparacfes da droga. Desde 1939, verificou-seaqpeeparacdo fraca atua como um
estimulante, enquanto que a preparacao mais folte o apetite (Reviséo em Cota e cols.,
2003). Ao lado disso, 0 uso recreativo da marijuamaumente ocorre em um grupo social,
podendo o efeito estimulante do apetite tambéntugpendente da facilitacdo social e de
um ambiente de familiaridade.

Gerard e cols. (1991) isolaram o cDNA codificante réceptor canabindide e
descreveram uma sequéncia de aminoacidos de um éxdn que codifica uma proteina
de 472 residuos, a qual apresenta sete regideseali@ hidrofdbicas, comuns entre a
familia dos receptores acoplados a proteina Gc€pter CB1 também apresenta algumas
caracteristicas farmacoldgicas, incluindo a inibicg AMP ciclico (Howlett e Fleming,
1984), a inibicdo dos canais de célcio (Mackie keH1992) e a alteracdo nos canais de
potassio (Hampson e cols., 1995). O gene CNR foetisamente e fisicamente mapeado
no cromossomo 6ql14-ql15 (Hoehe e cols., 1991).

Diferentes polimorfismos foram descritos para oeganmano CNR. Gadzicki e
cols. (1999) descreveram uma mutacdo silenciosatomobmum em populacdes
germanicas, que resulta na substituicdo do nudEmiG pelo A na posi¢cado 1359 do cédon
453 (Thr). Outro polimorfismo esta localizado em umtron na regido 5 a
aproximadamente 14Kb do codon de iniciagdo, o dqualonstituido por um RFLP
(restriction fragment length polymorphi¥mpara a enzima de restricdo Hindlll (Caenazzo e
cols., 1991). Somando-se a estes, Dawson (199%yedesi um polimorfismo do tipo
microssatélite no gene CNR. Essa variante possué atelos contendo seqiéncias de
repeticdo AAT que variam de 12 a 20 copias. Owjuadro mutacdes na regidao codificante
foram descritas para esse gene em pacientes cdepspj sendo que as trés primeiras
levam a substituicdo de aminoéacidos (Kathmanns,&2000).

Muitos desses polimorfismos estdo sendo utilizagtosestudos de associagdo do

gene CNR1 com doencas psiquiatricas e abuso deagirem diferentes populagdes.
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Entretanto, ndo sdo encontradas referéncias matlita relacionando tais polimorfismos
com a obesidade. Para esse trabalho, foi escathmiimorfismo silencioso 1359G>A do
coédon 453 (Thr), principalmente, pelo fato do aledviante apresentar alta freqiéncia
(0,24) em populacdes européias (Gadzicki e cd®9) A frequiéncia desse polimorfismo
€ significativamente diferente entre populacdesvddas de europeus, afro-americanas e

japonesas, sendo mais alta nas primeiras do quiengas (Onaivi e cols., 2002).

1.5. Justificativa e Objetivos

A obesidade tem sido reconhecida pela Organizbifmdial da Saude como um
dos dez principais problemas de salde nas maigsds/esociedades (World Health
Organization, 1998). Nos ultimos 50 anos, a didmbidade ilimitada de alimentos nos
paises desenvolvidos tem comprometido seriamentesoBo sistemas bioldgicos
controladores da ingestdo alimentar e do balangergético. Além de gerar um
consideravel sofrimento nos individuos afetadoseearl a grandes consequéncias
econOmicas, a obesidade aumenta dramaticamergecodg desenvolvimento de diabetes
mellitus tipo 2, doencgas coronarianas, hipertenggoéia do sono, asma e alguns tipos de
cancer (cancer de mama e de colon, por exempl®esEdiversos efeitos, ja citados
anteriormente, nos possibilitam perceber o porquémtendimento dos mecanismos do
comportamento da ingestdo alimentar ter se tornadotépico cientifico de extrema
relevancia nos ultimos anos. Espera-se que eskgfgesejam capazes de conduzir-nos a
Novos conceitos terapéuticos contra a obesidade(@003).

Por ser uma doenca multifatorial complexa, a eaarpoligénica da obesidade
humana sugere que a presenca de alelos de susicluié em numerosos genes pode
aumentar a probabilidade de que seus portadoresind#ggam a doenca. Entretanto, a
presenca de variacdo genética ndo é suficientesiped para explicar a expressdo da
obesidade, j& que se sabe que a mesma interageutms fatores genéticos, metabdlicos

e/ou ambientais. Nesse sentido, os estudos deiag®ocsdao amplamente aceitos na
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deteccdo de genes de susceptibilidade que possessenfar um papel relevante no
desenvolvimento da doenca (Clément, 1999).

Dando continuidade ao trabalho relacionado a tAgeslimentar que o nosso grupo
vem desenvolvendo (Mattevi e cols., 2002; FiegembawHutz, 2003), decidiu-se verificar
polimorfismos de genes relacionados a via de gmgldio da leptina, 0s quais estejam,
possivelmente, envolvidos na patogénese da obesidadana.

Desta forma, o presente trabalho teve como obggpecificos:

1. Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas deis polimorfismos,
localizados nos genes CART (-1A86G) e no gene CNRL1 (1359 G>A).

2. Realizar estudos de associacdo entre essas variaritalice de massa corporal
(IMC) e a circunferéncia da cintura em uma amogd&rgpopulacdo derivada de

europeus de Porto Alegre, Rio Grande do Sul.
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Abstract

OBJECTIVE: To investigate the association between CART anNRC gene

polymorphisms with obesity-related traits in a Bliam population of European descent.

METHODS: A total of 693 individuals were genotyped for CAR156A>G and CNR1
1359G>A gene polymorphisms by PCR-RFLP methoddeEihces in allele and genotype
frequencies between normal-weight and overweigb8elgroups were tested by chi-square
test. Adjusted mean BMI and WC were compared angamptypes by analysis of variance

or Student’'d-test.

RESULTS: The CART —156A allele was associated with higB&l and WC in males

(P= 0.035 and P= 0.038, respectively). Carriershef CNR1 1359G allele had a larger
waist circumference and higher body mass index thdividuals homozygous for the
1359A allele (P= 0.012 and P= 0.037, respectivalg. significant association of both
CART and CNR1 polymorphisms with BMI and waist cintference was seen in the

female sample.

CONCLUSION: Our findings suggest that CART and CNR1 gene mpolphisms are

associated with obesity-related traits. Howevers¢hassociations are restricted to males.

KEYWORDS: obesity, association, CART, CNR1, polymorphisms
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Introduction

Obesity is a major predisposing factor for severhfonic diseases including
coronary artery disease and diabetes. It arises é@mplex interactions between genetics
and environment that alter the delicate mechanegulating energy expenditure and food
intake. Feeding control determines the sensatigatéty and hunger through an interplay
mechanism between internal signals (i.e. leptind amnvironmental factors. This
biochemical process is one of the main types reltédeobesity. Thus, the list of genetic
markers associated with it has increased in thddasyears.

Appetite and energy-balance regulation is a syswmmposed of opposing
orexigenic and anorexigenic pathways, where thanoa between the two components will
determine feeding behavior. The neuropeptide ceeamphetamine-regulated transcript
(CART) is one component of the anorexigenic armthe appetite and energy-balance
regulation systerh.CART is expressed abundantly in several areaseobtain involved in
this regulation system. These areas include thethgfamic arcuate nucleus, dorsal medial
nucleus, lateral hypothalamus, and paraventriqulateus> Leptin has been shown to be
one of the strongest regulators of CART mRNA levaisthe hypothalamus. This
neuropeptide acts reducing food int&kand increasing thermogenic response in%aise
human CART gene maps to human chromosome 5q13¢ivhich has been shown to be a
susceptibility locus for obesifyThe 2004 update of the Human Obesity Gene Map
reported two previous studies with evidence forghesence of an association of the CART
gene and obesity-related phenotypes. Chatlial ° demonstrated that homozygous men

for the 1475A>G variant had significantly lower wtaio-hip ratio (WHR), fasting plasma
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insulin, and fasting triglycerides than homozygondividuals for the wild allele in a
British population sample from the Isle of Ely cothd@he second study that supports a role
for CART in human obesity, examined polymorphismshie promoter region of the CART
gene. As a result, six common polymorphisms weemntifled, and from all the six
polymorphic sites, only the substitution of A toab—156 was associated with increased
BMI.*. Recently Guéradedt al ** screened the CART gene for sequence variation in
relation to obesity in a French population and tahed that this gene has a modest
contribution to the genetic susceptibility to olbesin addition, a Leu to Phe mutation at
position 34 from the CART gene has been reportembsegregate with obesity in an Italian
family. ** Cotaet al** have demonstrated that CART colocalizes with CBaAnabinoid
receptors, involved in feeding behavior in the pardricular nucleus, dorsal medial
nucleus, and lateral hypothalamus.

The cannabinoid receptor 1 (CNR1) gene was getigtevad physically mapped to
chromosome 6q14-15.This first cannabinoid receptor, which is also thest abundant in
the brain, was named CB1 after the cloning of #eosd cannabinoid receptor subtype
CB2, mostly present in immune celfsThe endocannabinoid system may influence food
intake by regulating the expression and/or actibrseveral hypothalamic anoretic and
orexigenic mediator§’ In the hypothalamus, the changes in endocannabileviels
seemed to be inversely correlated with some chatiggsare known to occur in leptin
blood levels. Indeed, leptin decreases endocanoiabievels in the hypothalamus, as much
as it does for other orexigenic mediatttsThese findings are in agreement with the
devastating impact that the disruption of CB1 sligigahas on feeding and growth in young

mice!*!® A frequent polymorphism that corresponds to ansilautation (1359G>A) in
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codon 453 (Thr) at the coding exon of the humamabmoid receptor 1 (CNR1) gene was
described® Although studies performed in animal models palmet the relevant role of
the endocannabinoid system in positive energy-lcalaso far no association studies
between variants of this gene and obesity has pegormed in humans.

This study aimed to verify if sequence variaritthe CART and CNR1 genes are
associated with obesity related traits in subjéam a Brazilian population of European

descent.

Material and Methods

Subjects

The European-derived population from south Brahieve this study was performed
is mainly of Portuguese descent, but Italians, Bpda and Germans have also contributed
to its gene podl® The study was performed in 693 individuals of B@an descent who
were randomly selected from a clinical center at Flederal University of Rio Grande do
Sul. All individuals gave their informed consenigprto investigation. A questionnaire was
completed, including smoking habits, alcohol congtiom, medication intake, regular
physical activity in leisure time, menopausal sta&ind hormone consumption (these last
two only in women). Exclusion criteria were occasib smoking, secondary
hyperlipidemia due to renal, liver or thyroid diseaand pregnant women. In addition,
individuals with a previous history of diabetes lieg$ or fasting glucose levels above 6.9

mmol/| %2

were excluded from the analysis to avoid the comfing effects of diabetes and
its treatment on obesity-related traits.
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Anthropometric measurements

The subjects attended the laboratory in the moraftey a 12h fast. Blood samples
were collected and weight and height were measWé¢d. was measured at mid-level
between the lower rib margin and the iliac cf@gtnthropometric variables were used to
calculate BMI (weight (Kg) divided by height (m)wsared). Overweight was defined for a

BMI over 25 Kg/nf and obesity for a BMI over 30 Kgfmaccording to the World Health

Organization criteri?

DNA analysis

Genomic DNA was extracted from 5ml anticoagulatedous blood samples using
a salting out methotf. The two polymorphic sites at the CART and CNR1egewere

genotyped by PCR-RFLP methods as previously destHi°

Statistical analysis

Allele frequencies were estimated by gene countifige agreement of genotype
frequencies to Hardy-Weinberg expectations wagdessing the goodness of fit chi-square
test. Allele and genotype frequencies between nlewemht (BMI<25 kg/nf) and
overweight/obese (BM#25 kg/nf) groups were compared by chi-square tests. Maltipl
linear regression models were constructed sepgrfateéach sex to perform adjustments of

BMI and WC for the effects of biological and enviroent variables. The variables tested
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were age, physical activity, smoking, and hormooasamption (this last one only in
women). Age was entered as a continuous variahkt liestyle factors were included in
the regression models as ‘dummy’ variables. Mensglastatus and alcohol consumption
were not included in the models due to their highredation with age and smoking
respectively.

Mean adjusted BMI and WC were compared among geestthrough analysis of
variance (ANOVA) or Student'$-test. Homogeneity of variances was tested usieg th
Levene’s statistic, antitest for unequal variances or nonparametric tesee applied
when necessary. The statistical analysis was peedrusing the SPSS 8.0.0 statistical

package.

Results

Subjects’ characteristics

Anthropometric, biological and lifestyle characstias of the investigated subjects
are summarized in Table 1. The individuals werevbeh 15 and 85 years old (438
15.1), being 36.8% males. Most of the individualsour sample (43%) had a normal
weight (BMI<25 kg/nf), while 36.8% could be classified as overweightl 20.2% were
obese (BMI=30 kg/nf). No differences in age and BMI were observed betwmale and
female subjects but, as expected, a statisticadiyifcant finding was the smaller waist
circumference in women (P<0.0001). Smoking and ighysictivity were more frequent in

males than in females (P= 0.035 and P<0.0001, cteply).
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Genotype and allele frequencies

Genotype and allele frequencies of the CART and C§é&ne variants are shown in
Table 2. None of the genotype counting for both CABd CNR1 genes deviated
significantly from those expected according to tHardy-Weinberg equilibrium. No
differences in allele frequencies were observedwéeh normal-weight and

overweight/obese groups.

Association with body mass index and waist circuenfee

Adjusted BMI means according to CART genotypes aresented in Table 3. In
males, carriers of -156A allele in the CART genevedd a significantly higher BMI than
homozygous G/G individuals (P= 0.035). Resultshiea $ame direction were found when
adjusted waist circumference was compared betweeratgpes (Table 4). Carriers of the -
156A allele presented higher WC than non-carriers@.038).

The BMI and WC associations with the CNR1 polymasph investigated are
presented in Table 3 and 4, respectively. Sigaificassociations between BMI and WC
with CNR1 1359G>A variant were observed. Theselteshhowed that malearriers of at
least one copy of the1359G allele had higher BMI ®/C then homozygotes for the A/A
genotype (P=0.037 and P= 0.012, respectively).

No significant associations of both CART and CNRlymorphisms with BMI and

waist circumference were seen in the female sample.
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Discussion

In the present study, an association of two compmgmorphisms in CART and
CNRL1 genes, which are possibly involved in feediagtrol, with obesity-related traits was
observed in non-diabetic males of European descent.

Although several evidences link the CART genehi® tegulation of feeding and
body weight®? genetic association studies between polymorphiants of this gene and
obesity related phenotypes are still scanty. Th& gaesented here showed that the
presence of at least one copy of the —156A alleds associated with a higher BMI and
WC in males (Tables 3 and 4). These results cométir those recently reported by
Guérardelet al ** who also observed a higher prevalence of the —18kle in obese
French subjects. These two studies, however areomdiant in relation to the results
reported for Japanese where the —156G allele veasrih associated with obesityThese
conflicting results might be explained by ethnicffatences or by a particular
environmental influence. CART-deficient animals diot show an increase in body-weight
until after the 1% week of a high-fat diet, suggesting that the CABIE in obesity requires
interactions with the environmefitRecently an interaction effect between CART A1475G
polymorphism and a MC4R variant were observed soeation with physical activity’
Alternatively, it is possible that this common i in the promoter region is associated
with obesity-related phenotypes through linkageegiiglibrium with other functional
variants in or near the CART gene, as suggesteadayrophoretic mobility shift assay data
showing no protein-binding at this siteAccording to these last authors the CART SNP —

3608 T>C might be functional, and may possible Gbuate to the genetic risk of obesity.
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Clearly more investigations with this and other S\& the CART gene, as well as more
functional studies are clearly needed to understhadjenetic contribution of this gene on
feeding behavior and the etiology of obesity.

The effect of endocannabinoid system in food intakd energy balance has been
addressed previously in animal modéi®*! The administration of CB1 antagonist
SR141716 (Ribonabanff has been shown to have an anorexic action in &tyaof
feeding rodent modef¢.Di marzo and coworker® reported that SR141716-treated mice
and CB1 -/- mice ate significantly less than dishtcol mice following 18 hours of food
deprivation. The observation that SR141716 decsedsed intake in obese animals
suggests that endocannabinoids in the hypothalamag play a role in hyperphagic
responses. In the same direction, Cettaal ** demonstrated that the germline deletion of
CB1 in mice results in a phenotype characterizedidgreased body weight, reduced fat
mass and hypophagia. This study also indicatesetert the high number of endogenous
orexigenic factors is unable to compensate fordbk of endogenous cannabinoid action,
reflecting its crucial role in balancing energy remstasis. Nevertheless, to the best of our
knowledge there is no association study relatindRCNvolymorphisms to obesity. In our
present work, we found that males who carry CNR39%G3 allele presented higher BMI
and WC than non-carriers homozygotes A/A (Tablem@ 4). This finding suggests that
the CNR1 gene might be a new candidate gene fositgbéHowever, before reaching
definitive conclusions, the results of this studed to be confirmed in other samples and
populations.

In addition, it is important to notice that for boCART and CNR1 genes the

association was positive only in males. Genderiipeeffects of genetic variation on
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measures of body mass and composition have beeatesily demonstrated in several
different gene studi€s’®>** These findings reinforce the relevance of the rimton
between biological, environmental, and geneticdiactn the determination of obesity and

other common diseases.

In summary, the results presented here showedefueidence for the association
of CART gene variation with obesity-related phempety. This work also demonstrated that
the CNR1 1359G>A polymorphism was associated witdybmass index and waist
circumference. As the current study is the firs¢ @escribing an association between this
last gene and obesity, replication in other popahat are obviously warranted. The
mechanisms by which CART and CNR1 genes could aB&i and central adiposity are

still an open question.
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Table 1. Anthropometric, biological, and lifestylearacteristics of 438 women and 255

men investigated (Data are meafD)

Women Men
Age (years) 42.97+ 15.59 45.09+ 14.00
Weight (Kg)° 65.7412.84 77.15+ 13.13
Height (cm)° 158.316.92 170.876.79
Body mass index (Kg/m?2) 26.26 4.99 26.444.27
Waist circumference (cn"i) 88512.28 95.63 10.84
Physically inactive 66.2 51.0
Current smokers ( 34.2 42.4
Hormone consumption 24.9 -

@Unpairedt-test, not significant (P>0.05)
P Unpairedt-test, P<0.0001

¢ % test, P<0.0001

452 test, P<0.05
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Table 2: Genotype and allele frequencies of tweegariants in normal-weight (BMI <25)
and obese plus overweight (B&25) individuals

BMI <25 BMI >25 Frequesncie

Genotypes n f n f Alleles BMI §2 BMI=>25
CART -156 A>G

A/A 65 0.22 82 0.21 A 0.45 0.45
AIG 134 0.46 187 0.47 G 0.55 0.55
G/G 94 0.32 125 0.32

CNR1 1359 G>A

A/A 16 0.05 18 0.05 A 0.22 0.23
AIG 97 0.33 138 0.36 G 0.78 0.77
G/G 181 0.62 232 0.59

n=number of individuals
f= genotype frequencies
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Table 3: Mean adjusted BMI according to CART andRaNyenotypes

Men Women
n MearsD P-value n Meant SD P-value

CART (AA+AG) (AA+AG)
-156 A>G x GG x GG
A/A 52 26.4+43 0.063 0.03% 95 26.5+4.9 0.84¢ 0.687
AIG 131 27.1+4.1 188 26.3+4.9

G/G 68 25.6+ 3.8 151 26.1+ 4.8

CNR1 AA X AA X
1359 G>A (AG+GG) (AG+GG)
AIA 9 23.8+35 0107  0.037 25  26.6+44 0628  0.70%
AIG 93 26.4+ 4.7 141 26.5+4.4

GIG 147 26.5+ 3.7 265 26.1+5.0

SANOVA
PKruskal-Wallis test
“Mann-Whitney test
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Table 4: Adjusted waist circumference mean by CARd@ CNR1 genotypes

Men Women
n MearSD P-value n Meant SD P-value

CART (AA+AG) (AA+AG)
-156 A>G x GG x GG
AIA 52 96.1#10.0 0.108  0.03¢ 95  88.6:114 0.665  0.416
AIG 131 96.%10.0 188 88.0+11.8
G/G 68 93.7+ 9.5 151 89.2+11.4
CNR1 AA X AA X
1359 G>A (AG+GG) (AG+GG)
AIA 9 87.7+81 0038 0017 25  87.9104 0428  0.78¢
AIG 93 95.5+11.4 141 89.5:11.2
GIG 147 95.9+ 9.0 265 88.0t11.7

aANOVA
b K ruskal-Wallis test
¢Mann-Whitney test
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Capitulo Il
DISCUSSAO



Os aspectos especificos referentes aos resultdid® para cada gene analisado
foram discutidos no capitulo 2 da presente Disg&otaNesse capitulo, serdo, portanto,
abordadas questdes mais gerais, buscando sito@gear os resultados obtidos no capitulo
anterior dentro do contexto dos aspectos ambiertaiggnero-especificos das doencas
multifatoriais, bem como serdo discutidas as peisf@s para a continuidade dessa linha
de pesquisa.

No artigo cientifico que constitui o cerne da préseDissertacdo, foram analisadas
variantes polimérficas em dois genes candidatosuas gossiveis associagcdes com
parametros de massa (IMC) e distribuicdo da gordarporal (circunferéncia da cintura)
em uma amostra da populagédo euro-descendente eAPegre, RS, com a finalidade de
avaliar a contribuicdo desses genes para a pasgéaebesidade nessa populacéo.

Um levantamento realizado em 19 municipios do BstidRio Grande do Sul por
Gus e cols. (2002) indicou que 36,1% dos individelsevistados apresentaram excesso
de peso e 18,6% foram obesos. Esses dados fora sarntelhantes aos observados na
amostra analisada no presente estudo, na qual 3@@doparticipantes apresentaram
sobrepeso e 20,2% foram obesos, sugerindo que stranivestigada € representativa da
populacédo do Estado em relacdo a essa caraceeristic

Dos dois polimorfismos analisados, foram observadasciacdes significantes para
ambas as variantes, CART -156A>G e CNR1 1359G>#tptaom o IMC, quanto com a
circunferéncia da cintura (WC). Entretanto, esssso@acdes foram restritas ao sexo
masculino, ndo sendo encontrado algum resultadatiggtamente significativo em
mulheres. Questdes relacionadas a esse padraoogapacifico observado serdo
discutidas a seguir.
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l1I.1. A Importancia do Contexto Ambiental

Como mencionado anteriormente, a obesidade é usrgd@omplexa com origens
multifatoriais, a qual, em muitos casos, apresenta condi¢cdo poligénica afetada por uma
grande quantidade de fatores ambientais (FrogiBslutin, 2001). Mesmo com a recente
publicacdo do Mapa Genético da Obesidade Humarrag$&e cols. 2005) de que, pelo
menos, 113 genes apresentam associacao positi@aepsa doenca, a real contribuicao
guantitativa desse componente genético para oipenodbeso € uma questdo que ainda
precisa ser respondida. Ao lado disso, fatorestigesétambém contribuem para uma
resposta individual na ingestao energética (Vineeowls., 2002; Collaku e cols., 2004), o
gue pode ser observado através de diversos estlelassociacdo que descrevem a
interacdo entre as dietas e os diferentes polismod$ de genes candidatos a obesidade
(Nieters e cols., 2002; Martinez e cols., 2003)seESpo particular de interacdo gene-
nutriente enfatiza a dificuldade que existe em )>smgnar o impacto dessas variantes
génicas no ganho de peso. Entretanto, € necespdgicse estabeleca como os fatores
ambientais afetam o desenvolvimento da obesidadéndividuos com um determinado
“background” genético, com a finalidade de se adatra propagacdo dessa doenca
(Moreno-Aliaga e cols., 2005).

Apesar de um grande painel de genes e mutacoesesth investigado em relacao
a efeitos sobre 0 acumulo de massa corporal esdgute, a andlise da literatura revela que
os resultados obtidos séo frequentemente contreditEssas contradicfes talvez sejam
um reflexo do fato de que algumas dessas variggrsticas possam ter algum efeito
significativo em alguns subgrupos de individuoss médo em outros (Bouchard, 2001).
Existem grandes diferencas étnicas em relacdo alpreia de obesidade: em povos
asiaticos, como 0s japoneses, a prevaléncia é quésevezes menor do que em
descendentes de europeus. No entanto, a prevalimdaencas relacionadas a obesidade
nesses dois grupos € quase similar (Misra, 2008)etanto, estudos recentes observaram
gue asiaticos apresentam um menor IMC, mas uma ipaioentagem de gordura corporal
guando comparados aos euro-descendentes (Wangse ©9894; Ko e cols., 2001).
Deurenberg e cols. (2002) também sugerem que edagdo entre o IMC e a
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percentagem de gordura corporal difere entre grgiogos. Kagawa e cols. (2002)
ressaltaram a existéncia de diferencas nas fre@i$de alelos de risco para a obesidade
entre os diferentes grupos étnicos. Esses autdribsiean essas diferencas a pressodes
seletivas diferenciadas sofridas por esses grupgegidas a fatores climaticos e aos
diferentes tipos de alimentacdo a que esses gifiopas submetidos. Essa especulacao
proposta por esses autores levanta questbes gdrtes, uma vez que os efeitos de
algumas variantes possam ser contrabalancados efeibgs de outras, dependendo da
populacdo. Isso poderia perfeitamente explicar eaenca na frequéncia de SNPs
observada entre diferentes grupos étnicos, comobiggrvada para o polimorfismo CART
-156A>G entre populaces asiaticas e a populacalisada na presente Dissertacao, ja
discutida no capitulo 2. Por esse motivo, o estlglpopulacdes compostas por povos de
diferentes origens pode revelar efeitos de varsagiee ndo existiiam caso 0S mesmos
fossem analisados separadamente. Nesse caso,raghatedade dos participantes, os
diferentes tipos de tratamentos e de dietas e @@ es resultados contraditorios obtidos
em algumas intervencfes tornam dificeis a comparacé@ interpretacdo de estudos
relacionados a obesidade humana. Esse fato erdatida mais a importancia de se replicar
estudos em diferentes populacdes, a fim de buscar+eal contribuicdo das variantes
alélicas no acumulo de peso corporal.

Ao lado da heterogeneidade étnica, existem odéitoses que contribuem para 0s
diferentes resultados obtidos em estudos relacomnatl obesidade. Um deles é o
envelhecimento, o qual esta intimamente associadoudancas no peso corporal. A
maioria dos individuos tende a aumentar a massgoddura corporal com a idade
independente da ingestdo energética ou da ativiisida, especialmente entre os 65 e 0s
70 anos. Adicionalmente, outro aspecto a ser cersid € a diferenca relacionada ao local
de moradia da populacdo. Um estudo em uma populadéma constatou que existem
prevaléncias distintas de obesidade de acordo carea residencial, as quais podem
refletir o grau de industrializacdo do pais e sugpre as diferencas entre as localidades
urbanas e rurais possam ocorrer devido ao estilwidee dos residentes, incluindo a
alimentacédo e a atividade fisica (Reddy e col€02P0Chung e cols. (2005) detectaram a
existéncia de um aumento na prevaléncia da obesidad individuos mais velhos nas

populacbes de grandes cidades, as quais sao ndaistrinlizadas e, por conseguinte,
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proporcionam uma alimentacdo rica em gordura e baiga atividade fisica. Essas
observacdes estdo de acordo com a hipdtese propostdNeel (1999), na qual o
desequilibrio energético vivenciado pelos indivisladultos nos paises industrializados € o
resultado de um genoma de cacadores-coletoresdadgmaneira sedentaria em um meio
onde os alimentos sdo abundantes. Essa idéiaezgté sevista de forma a comportar os
conhecimentos atuais sobre a natureza poligénicpredisposicdo a obesidade, assim
como demonstra a necessidade de avanc¢os tecn@dhg&m como na ciéncia basica, para
gue consigamos entender e relacionar todos os megwas envolvidos com o ganho de

peso, tanto dentro do seu contexto biolégico quamtbiental.

111.2. Aspectos Género-Especificos

Um dos principais aspectos observados no presatielcefoi que as variantes
apresentaram efeito restrito ao sexo masculing tamgene CART quanto no CNR1. Esse
tipo de efeito tem sido observado de forma tdoUkete em estudos relacionados a
obesidade que alguns autores, como Arner (200Q)jce 2003), chegaram a sugerir a
construcdo de mapas sexo-especificos para os flelemsonados a essa doenca. Ja se tem
conhecimento de que os padrbes de distribuicdoodiug corporal apresentam marcado
dimorfismo sexual na espécie humana. Nao sometdeestabelecido que os horménios
esteroides desempenham um papel importante naritedéedo dos padroes de distribuicdo
do tecido adiposo (Prins e cols., 1996), mas tamégistem estudos demonstrando que
aspectos fisiolégicos do tecido adiposo, como @ td& lipolise , sdo diferentes entre
homens e mulheres (Nielsen e cols., 2003). Aspembosportamentais que podem ter
influéncia sobre o acumulo de adiposidade tambémstrann-se diferentes nos dois sexos,
como foi observado em nossa amostra (capitulo Rel&dl), onde a préatica de atividade
fisica foi mais freqiiente no sexo masculino do duéeminino. Ao lado das diferencas de
distribuicdo de gordura corporal, sabe-se que oshe apresentam um progressivo ganho
de massa corporal do inicio até a metade da viddaaegnquanto que nas mulheres esse
ganho estende-se apds a menopausa (Chung e d@l&). 2sso demonstra que a
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associacdo da idade com as mudancas na composigiwat também ocorre de forma
género-especifica.

As diferencas de resposta em relacdo a obesid&ie tasnbém sendo observadas
em modelos murinos. No trabalho desenvolvido poniéss e cols. (2001), em que
camundongos transgénicos com a auséncia do ttan€&RT apresentaram predisposicao
a obesidade sob dietas altamente caloricas, asa$érheterozigotas para a delecdo
mostraram-se similares aos controles quanto aactaspémentar. Entretanto, os machos
heterozigotos apresentaram uma reducdo da alindEentggando comparados com 0s
mesmos. Essas diferencas na expressao de CARTg@esaenesolimbicas de machos e
fémeas foram observadas em estudos prévios (FageegHurd, 1999), o que indica que
possam ser as responsaveis pelos fenétipos dsstiddseses animais. Os autores ainda
sugerem que um dos fatores limitantes das conse@i$égeradas pela deficiéncia de
CART possa ser a existéncia de um mecanismo comdeios relacionado ao
desenvolvimento.

Recentemente, Bottner e cols. (2004) verificaramelacdo entre os niveis de
adiponectina, uma molécula liberada do tecido adipmm grande atividade antidiabética
e antiaterogénica, e o IMC em meninos e meninastae populagdo alema. Contrastando
com a maioria das outras adipocitocinas que aummeoban 0 excesso de massa corporal, a
adiponectina apresenta baixas concentracdes ewidads obesos (Arita e cols., 1999). O
trabalho de Bottner e cols. (2004) buscou elucidgarimpacto do género, do
desenvolvimento sexual e da obesidade nos niveiadg®mnectinas dessas criancas e
encontrou, além de uma relacdo inversa entre esges e o IMC, uma tendéncia de
reducdo desses niveis em meninos, quando compamdomeninas. Além disso, 0s
mesmos foram inversamente relacionados com os pax@srde desenvolvimento fisico e
da puberdade, como idade, altura e concentracoe®mtdo de crescimento IGF-I. Em
meninos, foi observado um declineo nos niveis dpoadctina com a progressao da
puberdade, o qual nédo foi observado em meninagsEssultados estdo de acordo com a
correlagdo negativa existente entre a adiponeetimaestosterona, a qual ndo existe com a
concentracdo de estradiol em meninas. Tais dad@snfmbservados igualmente em
camundongos (Nishizawa e cols.,, 2002; Combs e ,c@803). Devido as acdes

antidiabética e antiaterogénica da adiponectinagsaciacdo de seus baixos niveis com o
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alto risco de doencas cardiovasculares (Hotta ®,c000), essa baixa concentracdo pode
contribuir para a alta incidéncia de doencas caediculares e de obesidade em homens, ja
gue leva a uma diminuicdo do efeito protetor dessktcula (Kumada e cols., 2003). Ao
lado disso, a leptina também apresentou uma relagésa com os niveis de adiponectina,
bem como Lyoussy e cols. (2005) detectaram niviégseticiados desse hormdnio entre
homens e mulheres.

Além dos efeitos género-dependentes encontrades pelas variantes, CART —
156A>G e CNR1 1359 G>A, analisadas nesse trabalitados anteriores desenvolvidos
pelo nosso grupo ja observaram esse mesmo padraspiesta, sejam associacoes restritas
a mulheres (Mattevi e cols., 2002; 2004), ou a ham@&iegenbaum e Hutz, 2003). As
guestdes discutidas acima nos indicam que o gémemopuberdade apresentam forte
influéncia no diferencial fenotipico apresentaddreerhomens e mulheres quanto aos
fendtipos relacionados a obesidaditretanto, as acdes especificas desses fatores em
genes especificos sdo ainda uma questdo em ahextgrgcisa ser sistematicamente
investigada em populacfes humanas.

111.3. Implicagdes Terapéuticas

Pelo fato de uma série de estudos epidemiologiaisarem que 0 excesso de peso
corporal esta associado com um alto risco de desemento de outras doencas crbnicas,
o tratamento ou a prevencdo da obesidade se fazg#&m para reverter ou evitar que as
mesmas ocorram. Atualmente, o gerenciamento dadaloesé direcionado primeiramente
para a reducdo da ingestdo alimentar e o aumengasto energético. Existe uma grande
guantidade de estratégias (Korner e Aronne, 2008)pgpdem ser usadas para se induzir o
balanco energético negativo e a perda de pesce Elds, encontra-se a modificagdo do
estilo de vida, incluindo a reducado da ingestaogiea, 0 aumento da atividade fisica e
modificagbes comportamentais (Kopelman e Grace,4200em como tratamentos
farmacoldgicos (Korner e Aronne, 2004) e cirargi¢Gsimmings e cols., 2004). Nesse
contexto, é relevante considerar que a perda de éesna caracteristica complexa que
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depende de muitos fatores ambientais, comportameeatgenéticos, os quais devem ser
incluidos em programas de tratamento de sobrepesbeasidade em diferentes populacdes
humanas.

Um dos principais objetivos da identificacdo dosegeresponsaveis pela obesidade
humana €& o desenvolvimento de abordagens terap€uti@is racionais, seja pela
elucidacédo da patofisiologia subjacente a doengat@ves da possivel estratificacdo dos
pacientes em grupos, nos quais a efetividade deredies tratamentos possa ser
determinada empiricamente (Barsh e cols., 200Q)alAtente, 0s recursos terapéuticos
para o tratamento da obesidade sdo bastante lowsital obesidade como resultado de
niveis reduzidos de melanocortinas, por exemplee desponder bem a administracao de
agonistas de receptores de melanocortina, cas@ssos estejam disponiveis em clinicas
de tratamento. Um estudo recente em camundongos cagene POMC nocauteado
demonstrou que esses animais tiveram a obesidaddida através da administracdo de
agonistas do receptor MC4 (Yaswen e cols., 1998)mBsma forma, crian¢as obesas com
deficiéncia de leptina congénita apresentaram Balde peso ap0s a administragdo desse
hormonio, concordando com os resultados anteridemanservados em modelos murinos
(Farooqi e cols., 1999). A obesidade causada ptéacia a leptina, entretanto, parece ser
comum e improvavel de responder ao tratamento cs® Bormonio, a menos que essa
resisténcia seja superada. Essas consideracdesnndjue uma maior compreensao das
bases patofisiologicas da obesidade humana sémdolirecionamento de tratamentos de
individuos afetados.

Recentemente, Groop e cols. (2005) demonstraraanenidéncia direta do papel da
AgRP na regulacdo da homeostase energética, desdme\sua relevante funcdo no
controle da ingestdo alimentar. Entretanto, esstgles indicaram que a patogénese da
obesidade envolve rotas adicionais, provavelmeogéepores a ativacao do receptor MC4.
Esse fato enfatiza ainda mais a importancia dedsltem-se os mecanismos que controlam
a ingestdo alimentar e a homeostase energéticdadsodisso, 0 enorme custo que esse
transtorno acarreta aos sistemas publicos de sdé@denstra a necessidade de um
entendimento mais completo nessa area. Esperaesgouanto, que 0 mesmo permita a
identificacdo de novos alvos terapéuticos e o dedemento de uma série de

medicamentos com diferentes mecanismos de acdamadé proporcionarem um
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tratamento mais efetivo desta doenca heterogéoemplexa.

l11.4. Perspectivas Futuras

No presente estudo, foi realizada uma avaliacdodem genes candidatos a
obesidade. E evidente que esse trabalho no tegtengdo de esgotar 0 assunto, mas sim
a intencdo de dar continuidade dessa linha de [@asqo Brasil. Conforme sugerido por
Hebebrand e cols. (2003), a melhor estratégia stensa identificacdo de genes relevantes
a regulacdo do peso corporal em amostras populasipara, posteriormente, proceder a
analise do efeito de alelos especificos em amosteacterizadas para outros fendtipos
comportamentais, fisiolégicos, ou enddcrinos, rdatalhados.

A prevaléncia da obesidade vem aumentando no mtotto em todas as faixas
etarias. Este fato preocupante também tem sidonamk®e no Brasil. Levantamentos
efetuados em 1975 e 1997 revelam que a preval@acidesidade no pais aumentou de 8
para 13% em mulheres, de 3 para 7% em homens pal@ 35% em criancas. A diferenca
no aumento foi maior em criangas por duas razédsneuicdo da atividade fisica, onde
as criancas estdo trocando as brincadeiras aerarplor televisdo, computadores e video-
games; e uma alimentacédo saudavel por alimentostmalizados, promovidos pela midia,
muito palataveis e altamente caloricos. Isso nd&canque devemos ndo somente nos
preocupar com o0 tratamento, mas principalmente @nprevencdo dessa doenca.

O fator genético, sem duvida, € extremamente itapte na génese da obesidade.
Os genes ndo mudaram significativamente nas duasasl décadas e, no entanto, a
prevaléncia da obesidade aumentou muito. Por estigona obesidade é uma condicdo
multideterminada em cuja etiologia, além da geagtiestdo os fatores ingestdo de
alimentos e diminuicdo da atividade fisica. Aléessks, outros fatores comportamentais
podem ser muito importantes na determinacéo do @aporal, como o estresse, o humor,
a ansiedade, a depressédo e, até mesmo, as priferéhmentares, que também podem
refletir a influéncia de fatores genéticos e toenasse componentes importantes na
etiologia da obesidade. Nesse sentido, os indigiégtéo sujeitos a constantes mudancgas
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no peso corporal, 0 que acarreta, para uma grandetiqade de estudos, uma
representacdo meramente momentanea dos mesmagaBiaty com a finalidade de tentar-
se contornar essa situacdo, o acompanhamento daraosdra por periodos mais longos,
sem duavida, pode trazer um grande namero de infgiesae detectar efeitos de genes que
nao tenham sido identificados inicialmente.

A definicho de uma relagdo causa-efeito entre nmofismos e fendtipos
complexos, como a obesidade, tem sido dificil e ediete ainda um consenso explicito
sobre quais as evidéncias seriam suficientes sadbeadecer tal relacdo de causalidade a
partir dos resultados de estudos de associacadmdQs® refere a uma doenga complexa,
uma relacdo causal é probabilistica, ou seja,a fatusador aumenta a probabilidade de
ocorréncia da doenca (Page e cols., 2003). Dess@ fasomente através de sucessivas
replicac6es, preferencialmente através de metodasladjferenciadas e da eliminagdo de
todas as fontes de vieses, sera possivel afirmeaugudado marcador é fator causador de
uma doenga complexa.

Desde o inicio do estudo da obesidade em nossoatédbio no ano de 2000, os
avancos na area da genética dessa doenca acometmefarma muito acelerada. Os dados
aqui apresentados reforcam as evidéncias de gestudos de associacao representam uma
ferramenta poderosa na identificacdo de variantesétgas que influenciam a
susceptibilidade as doencas complexas, principaérguando essas influéncias genéticas
sdo analisadas dentro de seu contexto biologiooleeatal. Frente a isso, seria de suma
importancia o fechamento da rota de controle dastép alimentar, através de estudos de
associacao de outros genes envolvidos tanto narex@génica quanto na anorexigénica de
regulacdo, assim como daqueles envolvidos na vigépea de sinalizagdo. Cada vez mais
0 numero de genes candidatos promissores tem aamoemhuitos dos quais ndo tiveram
seus resultados iniciais confirmados. Sem duvidéroe genes candidatos importantes
recentemente identificados, como a grelina e oigeptYY, merecem ser alvos de futuras
investigacdes. Os rapidos avancos nessa areapsaléadrande quantidade de perguntas
ainda sem respostas, fazem com que seja neceasa@iginuidade de estudos com esses
genes promissores. Pretende-se com isso compreesdmecanismos fundamentais da
homeostase energética, com o objetivo de buscazenmogs estratégias de prevencédo e

tratamento da obesidade humana.
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ANEXO



TERMO DE CONSENTIMENTO PARA A PARTICIPACAO NO ESTUD O SOBRE
FATORES GENETICOS QUE AFETAM OS NIVEIS DE COLESTEROL E
TRIGLICERIDEOS NA POPULACAO DE PORTO ALEGRE

Através deste documento, consinto em ser entrevistado e em doar uma
guantidade de 5 (cinco) ml de sangue, a ser obtida juntamente com a retirada de
sangue para 0s exames dos quais necessito, no Laboratério de Analises Clinicas
da Faculdade de Farmécia da UFRGS.

Estou ciente de que os objetivos deste estudo sdo conhecer um pouco mais
sobre algumas das causas do aumento dos niveis de colesterol e triglicerideos.
Além disso, sei que os beneficios virdo somente a longo prazo, quando sera
possivel prever o risco genético de um individuo ter problemas cardiovasculares.

Os resultados do presente estudo estardo a minha disposi¢cdo tdo logo
forem obtidos.

Tenho a garantia de que meus dados serdao mantidos em sigilo, e que meu

nome daqui para frente ndo seré revelado.

Porto Alegre, [/ [/

Assinatura do Paciente

Pesquisadora Responsavel:

Dra. Mara Helena Hutz
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