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RESUMO

MALERBA, C. C. B. “Estudo do gene do receptor 3 da melanocortina em criancas e
adolescentes obesos. ” 2010. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina de Ribeiréo
Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Introducdo: O sistema melanocortina central é a via neuronal que regula a ingestdo alimentar
e homeostase energética por meio da ligagdo do horménio estimulante do melandcito o a
receptores especificos. Camundongos deficientes do receptor-3 do horménio estimulador do
melandcito-a (MC3R) tem aumento do depoésito de gordura, reducdo da massa muscular e
maior eficiéncia alimentar do que os camundongos ndo deficientes, apesar de serem
hipofagicos e manterem taxas metabdlicas normais. Na literatura os estudos apresentam
resultados divergentes, alguns estudos em humanos descreveram mutacdes ou polimorfismos
no gene do MC3R associados a obesidade e outros ndo observaram essas associagOes.
Objetivo: ldentificar a presenca de mutaces e/ou polimorfismos no gene do MC3R em
criancas e adolescentes obesos. Comparar a freqiéncia das mutacdes e/ou polimorfismos
encontrados nas criancas obesas com a freqliéncia dessas variacdes genotipicas em individuos
de peso normal. Comparar os dados clinicos, antropométricos e bioquimicos dos obesos com
e sem mutacao/polimorfismo.

Material e Métodos: Participaram do estudo 67 criancas e adolescentes do Ambulatério de
Obesidade Infantil do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-
USP que tenham obesidade grave iniciada antes dos 8 anos de idade. Foram feitas PCRs
(Polimerase Chain Reaction) com primers para amplificar a cadeia de DNA e
sequenciamento do segmento de interesse na busca de variagfes no gene do MC3R. O
sequenciamento obtido foi comparado com o Gene Bank. Foram realizados também exames
de bioimpedancia para estimar a composicdo corporal e dosagens de colesterol e fracoes,
glicemia e insulina de jejum. A freqliéncia das variacGes genotipicas foi comparada com um
grupo de 71 individuos com peso normal aplicando-se o teste exato de Fisher. Os valores dos
exames sanguineos e composicdo corporal foram comparados entre obesos com e sem
variacfes genotipicas, utilizando-se o teste ndo paramétrico de Wilcoxon. O nivel de
significancia adotado foi de 5%.

Resultados: Foram encontradas dois polimorfismos no gene do MC3R, ¢.17C>A e ¢.241G>A
gue ndo estavam associadas a obesidade. Nenhuma variante rara foi encontrada. Os
individuos obesos com estes polimorfismos ndo apresentaram diferencas no escore z de IMC,
relacdo peso/estatura, circunferéncia da cintura, cor da pele, impedancia bioelétrica, glicemia,
insulina plasmatica de jejum, HOMA-IR e colesterol total e fracoes.

Conclusdo: Este estudo ndo fornece evidéncias para um efeito das variantes da regido
codificadora do gene do MC3R na obesidade grave de inicio precoce deste grupo de 67
criancas e adolescentes.

Palavras-chave: Receptor 3 da melanocortina, polimorfismos, balanco energético, obesidade,
criangas.



ABSTRACT

MALERBA, C. C. B. “Study of the melanocortin-3 receptor gene in obese children and
adolescents. ” 2010. (Dissertation) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2010.

Introduction: The central melanocortin system is a neuronal pathway that regulates food
intake and energy homeostasis trough the binding of the stimulating hormone a-melanocyte to
specific receptors. Melanocortin 3 receptor deficient mice have increased fat mass, reduced
lean mass and higher feed efficiency than wild-type littermates, despite being hypophagic and
maintaining normal metabolic rates. In humans, there are several studies that did not find any
melanocortin 3 receptor mutations associated to obesity, and a few that did so.

Objective: To identify the presence of mutations and/or polimorphisms in the MC3R gene in
obese children and in a control group of individuals of normal weight, and to assess the
association of genotypic changes of MC3R with clinical, anthropometric and biochemical data
in the obese subjects with and without mutation/polymorphism.

Subjects and Methods: The participants in the case-control study were 67 children from the
Childhood Obesity Outpatient Clinic of the University Hospital, Faculty of Medicine of
Ribeirdo Preto, USP and 71 control individuals of normal weight. The polymerase chain
reaction (PCR) was used with primers to amplify the DNA chain, followed by sequencing and
single-strand conformation polymorphism (SSCP) analysis of the mutations and/or
polimorphisms in MC3R gene. The variations found in the obese group were screened by
restriction fragment length polymorphisms in the control group. The sequencing obtained was
compared with the Gene Bank. The obese group was also submitted to bioimpedance
examination to estimate body composition and to the determination of levels of cholesterol
and fractions, fasting glycemia and insulin and TSH. The frequency of MC3R variants were
compared between the patient and control groups using the Fisher exact test. The values of
biochemical blood tests and of body composition were compared between obese children
carrying or not the genotypic variations using the Wilcoxon non-parametric test. The
significance level adopted was 5%

Results: We identified two MC3R gene-coding common variants, p.Thr6Lys and p.Val8llle
that were not associated with obesity. None rare variant was found. These common variants
were not associated with BMI z score, waist circumference, body fat %, glucose, insulin, total
cholesterol, total triglycerides, HDL and LDL-cholesterol levels.

Conclusion: The present study provides no evidence for a major role of the MC3R coding
mutations in this group of 67 children and adolescents with early onset obesity.

Key words: Melanocortin 3 receptor, polymorphisms, energy balance, obesity, children.
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Obesidade e sobrepeso representam uma ameacga em crescimento acelerado a saude
das populagdes em um crescente nimero de paises. As comorbidades da obesidade incluem
doenca cardiaca coronariana, hipertensdo e infarto agudo do miocéardio, alguns tipos de
cancer, diabetes mellitus ndo insulino dependente, doencas da vesicula biliar, dislipidemia,
osteoartrite e gota, e doengas pulmonares incluindo apnéia do sono. As causas fundamentais
da obesidade epidémica sdo o estilo de vida sedentario e dieta com densidade energética rica
em gordura, ambas resultantes de profundas mudancas que ocorrem na sociedade e de padrdes
comportamentais das comunidades como consequéncia do aumento da urbanizacdo e
industrializacéo e do desaparecimento do tradicional estilo de vida. Por isso, a partir do ano de
2000, a Organizacdo Mundial de Saude passou a definir obesidade como o excesso de gordura
corporal acumulada no tecido adiposo, com implicacGes para a saude (WHO, 2000).

O desenvolvimento normal da adiposidade durante o crescimento apresenta trés fases
sucessivas: aumento rapido no primeiro ano de vida; diminui¢do do tecido adiposo de entdo
até os 6 anos aproximadamente, quando a crianca parece ter emagrecido e eventualmente apos
essa fase, a adiposidade se desenvolve novamente. Na puberdade, o indice de massa corporal
(IMC = peso/estatura?) aumenta mais rapidamente no sexo feminino do que no masculino,
mas aos 18 anos, quando a média de IMC é 21,0, as curvas se cruzam e o IMC do sexo
masculino se torna maior. Por causa dessa variacdo de crescimento do tecido adiposo, que é
mostrado pelas curvas de crescimento padrdo de IMC, € que surge a necessidade de medidas
gue normalizem os valores de IMC para possibilitar a comparagdo de criancas e adolescentes
de sexo e idade diferentes. Vale lembrar, que por serem curvas de construcdo transversal, elas
ddo uma impressdo geral das mudancas com a idade, mas ndo mostram o padrdo de
crescimento longitudinal de um unico individuo (Rolland-Cachera, 1987).

O sistema mais utilizado para se classificar obesidade e sobrepeso assim como
monitorar mudancas de peso em programas de controle de peso é o IMC (WHO, 2000).
Entretanto, o peso muda com a idade durante a infancia e precisa ser ajustado para se
comparar uma crianca individual com outras da mesma idade. O IMC é uma medida util de
adiposidade, e pode ser convertido em percentis ou escore z ajustado para idade e sexo com 0
uso das curvas de referéncia. Medidas em um Gnico momento e variacdo de adiposidade em
um curto prazo sao mais bem avaliadas pelo IMC como unidade.

O percentil de IMC é util para se classificar a adiposidade das criancas, mas € pobre na
quantificacdo de variacdo de adiposidade e também ndo € muito apropriado como ferramenta
estatistica sumaria, pois é limitado entre 0e 100. A escala é drasticamente encurtada nos

extremos da distribuicdo, e as criangas obesas inevitavelmente mudam menos do que as nao
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obesas em termos de percentis, e 0 mesmo acontece com as criangas muito magras. Nos
Estados Unidos os pontos de corte recomendados para criangas e adolescentes de 2 a 20 anos
sdo: IMC para a idade e sexo maior que o percentil 85 e menor ou igual ao percentil 95 define
risco de obesidade e maior que o percentil 95 define obesidade (Dietz, 1991). Entretanto, no
Reino Unido, baseado em critérios estatisticos, outros percentis sdo sugeridos, em particular o
91 para sobrepeso, 98 para obesidade e 99,6 para superobeso (Cole, 1995). O critério clinico
assume que as criancas acima daquele percentil estdo em maior risco do que aquelas que se
encontram abaixo dele, e que o percentil separa aqueles que estdo doentes daqueles que estédo
bem. Entretanto, na pratica isto ndo é real, ja que o risco aumenta uniformemente. O ajuste de
um ponto de corte implica que sujeitos acima dele necessitam de tratamento para obesidade, e
isto tem profundas implicacdes, quanto maior o ponto de corte menor serd a populacao que
precisard de tratamento. Ao mesmo tempo, se a obesidade for associada a efeitos tardios, o
risco serd& maior com 0 uso de pontos de corte mais extremos. Portanto, para 0 uso
populacional, a escolha do ponto de corte define a prevaléncia da obesidade e também a forca
da associacdo com os efeitos tardios (Cole, 1997).

Escore - z (ou escore de desvio padrao) € o desvio do valor para um individuo do valor
da média da populacdo de referéncia, dividido pelo desvio padrdo para a populacdo de

referéncia:

Escore-z ou dp-escore = (valor observado) — (valor de referéncia médio)
Desvio padréo da populacgéo de referéncia

O escore z de IMC € til para se verificar a medida transversal de adiposidade, e
diferente do percentil de IMC, ele pode ser sumarizado para propésitos de pesquisa, isto é,
permite que se calcule média e desvio padrdo para um grupo de escores-z. Contudo, para se
medir variacdo de adiposidade no tempo é uma escolha l6gica, porém, menos ideal, ja que sua
variabilidade se torna progressivamente menor conforme a crianga engorde mais. A escala de
escore z € encurtada na parte superior da distribuicdo por causa do deslizamento da
distribuicdo do IMC, o que faz com que os percentis inferiores sejam mais juntos uns dos
outros do que 0s percentis maiores. Isto significa que uma dada mudancga no IMC corresponde
a uma menor mudancga no escore z, quanto maior o percentil da distribuicdo (Cole, 2005). A
Organizacdo Mundial de Saude define os seguintes critérios de ponto de corte para escore z de
IMC (WHO, 2007):

Sobrepeso escore z de IMC de +1 a +2
Obesidade escore z de IMC >2
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Outro indice menos utilizado na literatura, porém muito utilizado na pratica médica é o
indice de obesidade de Newen-Goldstein (Damiani, 1989; Marcondes, 1991). Ele se ajusta
muito bem para meninas até 12 anos e para meninos até 14 anos. A partir dessas faixas
etarias, inicia-se o platé das curvas de crescimento, quando ndo se consegue mais uma
correspondéncia entre a estatura atual e a ideal. Este indice chamado de Newen-Goldstein
(ING), é definido pela seguinte formula:

peso/altura
ING = x 100
peso ideal / altura ideal

O peso e altura ideais sdo os encontrados no percentil 50 da curva de distribuicéo, e 0s
pontos de corte sdo 0s seguintes:
Sobrepeso ING entre 111 e 120
Obesidade grau I ING > 120
Obesidade grau Il ING > 130
Obesidade grau 11l ING > 140

A escolha sobre qual o melhor indice antropométrico depende do que se quer mostrar
e de qual intervencao se deseja fazer, ou mesmo se ela € ou ndo necessaria.

Com o crescente aumento da obesidade, muito se tem estudado sobre as vias centrais
que controlam a ingestdo alimentar e 0 metabolismo energético.

O sistema da melanocortina central é a via neuronal que regula a ingestdo alimentar e
homeostase energética através da ligacdo do horménio estimulante do melanécito a (a-MSH)
a receptores especificos. Sinais periféricos mediados pela insulina e leptina dirigem-se ao
nacleo arqueado do hipotalamo, para ativar ou inibir dois outros subconjuntos de fibras: o
primeiro é anorexigénico e formado pelos neurdnios da pré-opiomelanocortina (POMC) e
transcritor regulado pela anfetamina e cocaina (CART), e o segundo é orexigénico e formado
pelos neurdnios do neuropeptideo Y (NPY) e da proteina ligada ao Agouti (AgRP). Insulina e
leptina s&o horménios que circulam no sangue em concentra¢Ges proporcionais ao contetido
de tecido adiposo e ao balanco energético. Em condic¢des de aumento de massa gorda eles
agem nos nucleos arqueado do hipotalamo inibindo os neurénios que expressam o NPY e
AgRP, e ativando os neurénios da POMC que expressam o a-MSH. Durante a perda de peso,
niveis baixos de leptina e insulina no cérebro aumentam a atividade da via neuronal anabdlica

(NPY e AgRP) que estimula o apetite, diminui 0 gasto energético e diminuem a atividade da
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via catabodlica (a-MSH) que reduz o apetite e aumenta o gasto energetico (Schwartz et al.,
2000). A figura 1 mostra como o sistema enddcrino e nervoso atuam de maneira coordenada
para regular a ingestdo alimentar e o metabolismo energético atendendo as necessidades
fisioldgicas (Schwartz et al., 2000; Luquet, 2009).

Perda de peso Ganho de peso

{ leptina * leptina
hipotalamo(t NPY e ! a-msh) Hipotélam<1(i NPY et a-msh)
v
NPY MC3R - MC4R
Respgsta a v .
escassez do Resposta a
alimento obesidade
~ N
1 ingestao l T tonus | ingestéo 1 tonus
alimentar parassimpatico alimentar simpatico
| gasto 1 gasto
energético energeético

Figura 1 — Resposta bioldgica aos niveis de leptina

Esse sistema € pautado em estudos em animais que mostram que a injecao de NPY nos
ventriculos cerebrais ou diretamente no hipotdlamo de ratos causa hiperfagia,
hiperinsulinemia, diminui o gasto energético e ativa as enzimas lipogénicas no figado,
aumentando o tecido adiposo branco (Billington et al., 1991). A leptina, por sua vez, inibe a
expressao do NPY no nucleo arqueado (Schwartz, 1996).

Dentre as moléculas sinalizadoras dos efeitos catabolicos destacam-se o a-MSH e o
CART, entre os mais estudados. A sintese neuronal desses peptideos aumenta em resposta ao
aumento do sinal central de adiposidade emitido pela leptina e insulina (Schwartz et al.,
2000).

O o-MSH é um peptideo originado da clivagem da molécula precursora pro-
opiomelanocortina (POMC) pela pro-convertase-2. A clivagem da POMC da origem ao a-MSH,
B-MSH, y-MSH e ACTH que interagem com uma familia de cinco receptores de melanocortina, o
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MCI1R, MC2R, MC3R, MC4R, e MC5R. O MCI1R ¢ o receptor do MSH expresso na pele e
controla a pigmentacdo. MC2R ¢ o receptor do ACTH expresso na glandula adrenal e regula a
esteroidogénese e 0 desenvolvimento adrenal. MC3R e MC4R sdo os chamados receptores
neurais porgue sua expressao foi descrita inicialmente no cérebro. MC4R é expresso no cortex,
talamo, hipotalamo, tronco cerebral e medula espinal. MC3R é expresso no cortex, talamo,
hipocampo e hipotalamo (nlcleos arqueado e ventromedial) (Mountjoy, 1994). Posteriormente foi
descoberta a expressdo do MC3R em outros 6rgdos como estdmago, duodeno, pancreas, placenta
(Gantz, 1993) e coracdo (Chhajlani, 1996). Ambos regulam diferentes aspectos da homeostase
energética. O MC5R ¢ expresso nas glandulas exdcrinas e regula a secrecdo dessas glandulas
(Hruby et al., 2007). Dos cinco receptores, somente 0 MC3R e MC4R séo de interesse no controle
da ingestdo alimentar e do balanco energético.

A estimulacdo dos receptores 3 e 4 da melanocortina ativa as vias neuro-endocrinas
que regulam o peso corporal, e antagonistas ou a delecdo dos genes destes receptores pode
levar a obesidade (Nogueiras et al., 2007).

Nos tecidos periféricos, a adrenalina e o glucagon, por meio do aumento do AMP
ciclico, com subsequente ativacdo da PKA, fosforilam um precursor inativo da triacilglicerol-
lipase no interior dos adipdcitos, que degrada triacilglicerideos, liberando acidos-graxos livres
para a circulacdo. No sangue, eles sdo transportados na forma nédo esterificada, ligados a
albumina sérica, para os musculos, coragdo e rins. Circula no sangue, somente uma pequena
guantidade de tais &cidos graxos livres (AGL), também chamados de &cidos graxos ndo
esterificados (AGNE). A insulina age de maneira inversa, ativando a lipase lipoprotéica que
hiroliza os triacilglicerideos das lipoproteinas circulantes para que os AGL passem para 0
interior dos adipdcitos, e inibe a lipase hormdnio-sensivel, enzima localizada no interior dos
adipdcitos que hidroliza os triacilglicerideos, levando a um aumento destes no interior dos
adipécitos. (Nelson; Cox, 2010). Acidos graxos s&o estocados no tecido adiposo na forma de
triacilglicerideos. O sistema nervoso autdbnomo, para atender a demanda energética, controla
diretamente o metabolismo lipidico periférico (estimulando a lipélise em situacdes de
aumento da demanda energética, ou inibindo-a em situa¢fes de diminuicdo da demanda
energeética), ou ele pode agir por acdo indireta por meio dos horménios insulina, glucagon e
adrenalina (Nogueiras et al., 2007).

Ap0s a clonagem dos genes dos receptores de melanocortina 3 (Gantz et al., 1993a) e
4 (Gantz et al., 1993b) surgiram evidéncias de que um agonista sintético desses receptores
suprime a ingestdo alimentar, enquanto que um antagonista sintético tem o efeito oposto. O

relato de que camundongos com delecdo do receptor de melanocortina-4 (mc4r) séao
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hiperfagicos e muito obesos indica que a sinalizagdo do mc4r limita a ingestdo alimentar e a
massa gorda corporal. Camundongos com delecdo em heterozigose do MC4R se tornam
obesos, embora menos que os knockouts homozigotos (Schwartz et al., 2000). Auséncia total
do MCA4R portanto, predispde a hiperfagia e ganho de peso patologico. Esses achados tém se
estendido a humanos com mutagdes no MC4R que também apresentam obesidade (Vaisse et
al., 1998; Yeo et al., 1998).

O MC4R é uma proteina de 332 aminoacidos codificada por um gene de um Unico
exon localizado no cromossomo 18922 (Gantz et al., 1993b). Ele pertence a familia de
receptores acoplados a proteina G (GPCR) e sua sinalizacdo envolve a cascata de ativagdo
mediada pela adenilato-ciclase (Sundaramurthy et al., 1998), com geracdo de AMP ciclico. A
expressao do MC4R ocorre virtualmente em quase toda a regido cerebral, incluindo cortex,
talamo, hipotadlamo, tronco cerebral e medula espinal. Diferentemente do MC3R, o RNA
mensageiro do MC4R ¢é encontrado tanto nos neurbnios parvicelulares quanto nos
magnocelulares dos nuacleos paraventriculares do hipotadlamo, sugerindo uma funcdo no
controle central da funcdo pituitaria. Ele € expresso em Vvarios regides corticais e do tronco
cerebral envolvidos com a regulacdo da ingestdo alimentar (Mountjoy et al., 1994). A
ativacdo do receptor de melanocortina-4 pelo horménio estimulador do melandcito (a-MSH)
aumenta o gasto energético e diminui a ingestdo de alimentos (Kim et al., 2002).

Nos ultimos 10 anos, alguns distirbios monogénicos que exercem efeitos deletérios
sobre as moléculas sinalizadoras dos circuitos centrais da regulacdo da ingestdo alimentar que
levam a obesidade de inicio precoce foram caracterizados: nos genes do receptor da leptina
(Clement et al., 1998) e da convertase 1 (Schwartz et al., 2000), da proopiomelanocortina
(Krude et al., 1998), da leptina (Montague et al., 1997) e do receptor de melanocortina-4
(Gotoda et al., 1997). Esses estudos ajudaram a melhor caracterizar a acdo dos receptores das
melanocortinas, gerando esclarecimentos fisiologicos relevantes do sistema melanocortina.

Mutacdes no MC4R parecem ser a causa mais comum de obesidade genética, talvez
pelo fato de os individuos clinicamente afetados apresentarem mutacGes que ocorrem em
heterozigose e, portanto, apenas um evento mutacional ser necessario. De todas as causas
genéticas de obesidade, a leptina, apesar de rara, foi a primeira a permitir uma terapia de
reposi¢cdo hormonal (Farooqi et al., 2002).

Herancas dominantes e recessivas de obesidade causadas por muta¢cbes monogénicas
no receptor de melanocortina-4 do tipo missense, nonsense e frameshift ja foram descritas em
varias populacdes, e a freqliiéncia dessas mutagdes variou entre 0,5% nos adultos obesos e 6%

em criangas com obesidade grave (Farooqi; O’Rahilly, 2006). Caracteristicamente, essas
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criangas apresentam um fenétipo de hiperfagia que quase sempre se inicia no primeiro ano de
vida. Com o decorrer do tempo, ocorre aumento do conteido de tecido adiposo e tecido
muscular e um grande aumento da densidade mineral dssea. Estes individuos também
apresentam crescimento linear acelerado na infancia, conseqiiéncia da hiperinsulinemia, e
funcdo reprodutiva preservada. Adultos obesos portadores de mutagdes no MC4R relatam
hiperfagia menos acentuada e sdo menos hiperinsulinémicos e obesos do que criangas com a
mesma mutacao, confirmando que a gravidade deste quadro clinico tende a melhorar com o
tempo (Farooqi; O’Rahilly, 2006).

O objeto deste estudo é o gene do MC3R, que tem um Unico éxon, e esta localizado no
cromossomo 20qg13.2-q13.3. Ele codifica uma proteina de 361 aminoacidos que funciona
como um receptor que pertence a familia dos receptores acoplados a proteina G.
Estruturalmente, € uma cadeia polipeptidica que apresenta sete alfa-hélices transmembrana,
com um N terminal extracelular que é glicosilado, uma ampla al¢a citoplasmética que é
composta principalmente de aminoéacidos hidrofilicos entre as alcas 5 e 6 onde se liga a
proteina G, e um dominio hidrofilico no terminal C citoplasmatico. As proteinas G sdo assim
chamadas por causa de sua interacdo com os nucleotideos guanina, GTP e GDP. Proteinas G
consistem de 3 subunidades o, B ¢ Y. Quando um agonista ¢ ligado ao receptor de membrana,
ocorre uma mudanca conformacional envolvendo o dominio citoplasméatico do receptor,
levando-o a adquirir alta afinidade pelo complexo afy. A associagdo desse complexo com o
receptor causa a saida do GDP da subunidade o e a sua substituicdo por GTP [troca
GDP/GTP], que por sua vez, causa a dissociacao do trimero da proteina-G liberando a-GTP e
By. Estas sdo as formas “ativas” da proteina-G, que se difundem na membrana e podem se
associar a varias enzimas e canais de ions, causando ativacdo da adenilato-ciclase e
aumentando a producdo de AMPc (adenosina mono fosfato ciclico) na célula. O AMPc
aumenta a atividade da PKA (proteina quinase A). A PKA por sua vez, catalisa a transferéncia
do fosfato terminal do ATP para certos residuos de serina ou treonina em algumas enzimas
especificas (Boron; Boulpaep, 2009).

A expressdo do MC3R foi primeiramente verificada no cérebro (cortex, tdlamo,
hipocampo e hipotalamo), placenta, estbmago, duodeno e pancreas. No hipotalamo, o MC3R
esta localizado nos neurbnios dos nucleos arqueado e ventromedial, porém, com uma
distribuicdo mais restrita do que a expressdo do MC4R, e frequentemente esta co-localizado
com 0 mesmo. Seus principais agonistas sao os peptideos biologicamente ativos derivados da
POMC: a-MSH, B-MSH, y-MSH e ACTH. Todos os seus ligantes possuem um nucleo
heptapeptidico comum [Met-Glu(Gly)-His-Phe-Arg-Trp(Asp)]. Sua atividade farmacoldgica
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verificada pela produgdo de AMPc mostra que ele responde bem aos 4 ligantes, e isso é
atribuido provavelmente ao nucleo conservado heptapeptidico desses ligantes (Gantz et al.,
1993a). Os antagonistas enddgenos sdo agouti e AgRP.

A partir de entdo, estudos em camundongos evidenciaram que a auséncia do receptor
levava ao aumento do depdsito de gordura, reducdo da massa muscular, e maior eficiéncia
alimentar, que é a taxa de ganho de peso por ingestdo alimentar, do que os ndo deficientes
(Chen et al., 2000). Consistente com o aumento do depdsito de gordura, esses camundongos
apresentam hiperleptinemia e os machos desenvolvem hiperinsulinemia moderada, porém,
ndo apresentam alteracdo significante dos niveis de corticosterona ou tiroxina total (T4).
Camundongos que ndo expressam 0 mc3r e mcdr se tornam mais pesados do que o0s
camundongos que ndo expressam sO o0 gene do mcdr (mc4r-/-). Dai conclui-se que 0s
receptores mc3r e mc4r exercem funcbes independentes na regulacdo da homeostase
energética (Chen et al., 2000). Estudos que analisam o balango energético de camundongos
que ndo expressam o mc3r e mc4r indicam que a adiposidade aumentada observada em ambos
os modelos envolve um desbalanco da ingestdo de gordura ingerida e a sua oxidacgéo (Butler,
2006). Em contraste com os camundongos que ndo expressam o mc4r, que exibem aumento
da ingestdo alimentar, aumento do crescimento somatico e alteraces no metabolismo,
camundongos mc3r-/- s6 apresentam sindrome metabdlica. Além disso, eles também
apresentam um aumento incomum da freqiiéncia respiratdria quando sdo submetidos a dieta
rica em gordura, sugerindo uma reducdo da taxa de oxidacdo gordura/carboidrato. Os
camundongos machos mc3r-/- também exibem letargia, sugerindo reducdo do gasto
energético (Butler, 2000).

Estudos em camundongos tém demonstrado outras agdes para 0 mc3r como a
participacdo central do mc3r na modulacdo da resposta inflamatoria do hospedeiro, e com
deteccdo do receptor no peritdnio e em macrofagos da articulacdo do joelho (Getting et al.,
1999, 2001, 2002, 2003). No coracdo, a ativacdo do mc3r parece também mostrar um efeito
protetor na reperfusdo da lesdo isquémica (Getting et al., 2004; Guarini et al., 2002).

Embora esteja bem estabelecido que mutacGes espontaneas no gene do MC4R sejam as
formas mais comuns de obesidade monogénica, a relevancia de mutaces no MC3R na
obesidade humana ainda néo ficou clara. Os primeiros estudos genéticos humanos sugeriram
que os loci que compreendem o gene do MC3R no cromossomo 20q13 estariam associados
com obesidade e diabetes tipo 2 (Bowden et al., 1997; Ji et al., 1997; Lembertas et al., 1997,
Zouali et al., 1997). Porém, existem varios estudos de triagem em larga escala em pacientes

com obesidade grave que ndo identificaram qualquer mutacdo nesse gene; encontraram
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apenas polimorfismos, e alguns deles nem estavam associados a obesidade (Boucher et al.,
2002; Feng et al., 2005; Hani et al., 2001; Li et al., 2000; Schalin-Jantti et al., 2003; Wong et
al., 2002; Yiannakouris et al., 2004).

Entretanto, Lee et al. (2002), em uma amostra de 41 criancas e adolescentes obesos,
detectou a mutacao p.lle183Asn em uma crianca de 13 anos com obesidade grave (IMC 36,6
Kg/m?). Essa mutacdo representa uma troca do aminodcido isoleucina pela asparagina no
codon 183, localizado na segunda alga intracitoplasmatica, que leva a um defeito na
sinalizacdo do receptor. Esse receptor mutante poderia causar obesidade por
haploinsuficiéncia. A isoleucina no codon 183 é um residuo altamente conservado e
hidrofébico. O dominio transmembrana interage diretamente com as proteinas G. A
asparagina é hidrofilica e aboliu totalmente a producao de AMPc por causa de uma interacdo
anormal com a proteina G. A expressdo na superficie celular e ligacdo do agonista sao
normais. Em estudos funcionais, essa mutacdo mostrou completa auséncia de sinalizacao.

Em 2007, o mesmo autor, em uma amostra de 201 obesos detectou mais duas novas
mutacdes. A primeira delas foi p.Ala70Thr em uma crianca de 11 anos com IMC de 35 kg/m2.
Essa mutacdo representa uma troca do aminoacido alanina por uma treonina no codon 70,
localizada no dominio extracelular dentro da regido critica para ligagdo com o agonista. A alanina
é hidrofdbica e a treonina hidrofilica, o que pode resultar numa mudanga significativa na
conformacdo e funcdo do receptor. Em estudos funcionais, essa mutacdo mostrou sinalizacéo
reduzida. A segunda foi p.Met134lle, em uma crianca de 12 anos com IMC de 31,6 kg/m2. Essa
mutacdo representa uma troca do aminoacido metionina pela isoleucina no codon 134, localizada
na segunda regido transmembrana dos 7 dominios transmembrana. A metionina e a isoleucina sdo
hidrofébicas. Em estudos funcionais, essa mutagdo mostrou sinalizacao reduzida.

Em 2008, Mencarelli et al., em um estudo com 290 obesos, detectaram mais 3
mutacdes que serdo descritas a seguir. A mutacdo p.Ala293Tre foi encontrada em um
individuo de 67 anos, com IMC de 46 de kg/m2. Essa mutacdo representa uma troca do
amino&cido alanina por uma treonina no cédon 293, no sexto dominio transmembrana do
receptor. O estudo funcional desta mutacdo ndo revelou perda de funcdo do receptor. A
mutacdo X361Ser foi encontrada em um individuo de 22 anos, com IMC de 44,3 kg/m2. Essa
mutacéo representa a abolicdo do codon de parada e inser¢do de 7 aminoacidos (SDAGPWL)
ao C terminal intracelular do receptor. O estudo funcional desta mutagé@o nao revelou defeitos
na expressao da superficie celular, sitio de ligacdo e sinalizacdo. A mutacdo p.lle335Ser foi
encontrada em um individuo de 56 anos, com IMC de 39 Kg/m2 Essa mutacdo representa

uma troca do aminoacido isoleucina por uma serina no codon 335, no sétimo dominio
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transmembrana do receptor. Essa mutagdo levou a retencéo intracelular que impediu a ligacdo
e sinalizagdo do receptor. A isoleucina na posigdo 335 é totalmente conservada em todos 0s
receptores de melanocortina clonados. Mutacdes na isoleucina junto a residuos polares com
carga como o acido aspartico e arginina resultaram em retencéo intracelular (Tao, 2007).

Todas estas mutacOes se apresentaram em heterozigose, quatro delas revelaram perda
de fungéo, por se localizarem em regiGes mais conservadas, importantes na manutengdo da
estrutura do receptor.

Dois polimorfismos foram encontrados na regido codificadora do MC3R. O
polimorfismo Tre6Lis foi localizado no dominio extracelular N-terminal onde ele poderia
romper o ponto de fosforilagdo pds-transducdo pela serina/treonina quinase caseina quinase Il
e o p.Val8Lllle foi localizado na primeira hélice transmembrana. Embora individualmente eles
ndo tenham efeito no sitio de ligacdo e sinalizacdo (Wong et al, 2002; Tao & Segaloff, 2004;
Feng et al, 2005), a co-ocorréncia dos dois causa inativagdo parcial e esti associada com
maior obesidade em Afro-americanos (Feng et al, 2005), sugerindo interacéo raga e gendtipo.

1.1 Justificativa do estudo

A clonagem dos receptores da melanocortina, assim como seus estudos em
camundongos knock-out para 0s genes desses receptores e a busca por mutacdes em humanos
que reproduzam esses estudos, tem levado ao conhecimento da fisiologia do sistema
melanocortina, que regula a ingestdo alimentar e o balangco energético, e das alteragdes do
mesmo.

O o-MSH é o principal agonista dos receptores 3 e 4 da melanocortina. Varias
mutacdes no MC4R ja foram identificadas em humanos, e estdo presentes em 0,5 — 6,0 % das
criangas com obesidade grave (Farooqi; O’Rahilly, 2006), sendo que no MC3R 0s poucos
estudos existentes ndo sdo suficientes para se estabelecer uma forte relacdo causal com a
obesidade. Em camundongos, esta bem caracterizado que a auséncia de expressdo desse
receptor leva a massa gorda aumentada, diminuicdo de massa magra e maior eficiéncia
alimentar quando comparados com camundongos selvagens (Chen et al., 2000). Com base
nessas evidéncias é importante que se verifique a presenca de mutacGes e/ou polimorfismos
no MC3R na populacdo, e que se fortifique a relagdo de causalidade destas mutagdes com a

obesidade grave de inicio precoce.



2. Objetivos
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O objetivo deste estudo é identificar a presenca de mutagdes ou polimorfismos no
gene do MC3R, em uma populagdo composta de um grupo de criangas obesas e comparar com
um grupo controle de individuos com peso normal.

Visa ainda avaliar a associacdo de alteracfes genotipicas do MC3R com dados

clinicos, antropométricos e bioquimicos nos obesos com e sem a mutagdo/polimorfismo.



3. Métodos
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3.1 Desenho do estudo

O desenho do estudo foi de caso-controle. Foi feita triagem de mutacdes e/ou
polimorfismos no gene do MC3R por meio do sequenciamento do gene no grupo de criangas
obesas, e pela técnica de Restriction Fragments Length Polimorphisms (RFLP) foi
investigada a presenca ou auséncia destas variacbes no grupo controle sem obesidade.
Parametros antropométricos, clinicos e bioquimicos foram comparados entre os individuos

obesos com e sem mutagé&o e/ou polimorfismos.

3.2 Individuos

Foram selecionadas para o estudo 67 criancas obesas e sem nenhum grau de
parentesco dos Ambulatorios de Obesidade na Infancia e Adolescéncia (AOIA), de Obesidade
Infantil (OBIN) e de Puericultura (APUE) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto da USP (HCFMRP-USP) e das Unidades de Saude da Prefeitura de
Ribeirdo Preto que preencheram os seguintes critérios de inclusdo: criancas gravemente
obesas e cuja obesidade tenha se iniciado aos 8 anos ou antes (Tabela 1). Como definicdo de
criancas gravemente obesas, utilizou-se o indice de obesidade de Newen-Goldstein que
classifica como gravemente obesa a crianga cujo peso exceda a 40% do peso ideal para idade
e sexo quando comparado a curva de referéncia do CDC 2000 (Kuczmarski et al., 2000).
Entraram no estudo 40 criancas do sexo masculino e 27 do sexo feminino, sendo 46,3%
brancas, 46,3% mulatas e 7,5% negras cuja cor foi auto-referida pela crianca ou pela mée
quando esta ndo fosse capaz de fazé-lo. Nao foram incluidas no estudo, criangas com doencas

enddcrinas, metabdlicas, genéticas ou outras doencas cronicas que interfiram na obesidade.

Tabela 1 - Caracteristicas gerais da amostra de obesos.

Variaveis Média + dp Maximo Minimo Mediana
Idade (anos e fracdo de ano) 8,46 + 4,10 15,0 0,4 9,0
Idade inicio obesidade (anos) 32+25 8,0 0,1 3,0

Relacéo peso/estatura (n =62)  170,0 + 26,3 262,9 137,8 162,6
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3.3 Controles

Foram utilizados como controles para comparacdo da frequéncia de mutacGes e/ou
polimorfismos, 71 adultos jovens que tiveram material para DNA coletado aos 23-25 anos de
idade em um estudo de coorte de nascimentos (Barbieri et al., 2006), que haviam nascido com
peso adequado para a idade gestacional de acordo com a curva de Williams et al. (1982), com
IMC entre 18,5 e 24,9 kg/m? na idade adulta, e que tinham sido avaliados aos 8 anos de idade
e ndo apresentavam sobrepeso ou obesidade, segundo os critérios do CDC2000 (IMC maior
que o percentil 10 e menor que o percentil 85 - para os meninos: 14,2<IMC<18; para as
meninas: 14<IMC<18,2).

3.4 Calculo amostral

O célculo do tamanho amostral foi realizado utilizando-se o programa computacional
STATA. Para este calculo foi considerado nivel de confianca (Zc) de 80%, o tamanho
populacional (N) foi estimado pelo tamanho da populacéo alvo, isto é, nimero de pacientes
com obesidade de inicio precoce atendidos pelo HCFMRP-USP, e a margem de erro (m) da
média da populacao foi estabelecida em 3%.

sampsi 0.40 0.20, alfa (0.05) poder (.80) raz&o(2)

Amostra estimada para comparacao de proporcdes de 2 grupos

Teste Ho: pl = p2, onde pl é a proporc¢do na populacdo 1 (obesos)

e p2 € aproporcao na populacdo 2 (controles)

Assumptions:

alfa= 0.0500 (two-sided)

poder = 0.8000

pl= 0.4000

p2 = 0.2000

n2/nl= 2.00

Tamanho estimado da amostra necessaria:

nl= 67
n2= 134
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3.5 Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRP-USP
(processo HCRP N° 8322 / 2008). Foram assinados pelos pais ou responsaveis um termo de
consentimento esclarecendo os objetivos do estudo e uma autorizacgdo para guarda de material

bioldgico.

3.6 Avaliacdo nutricional

3.6.1 Antropometria

Os dados antropométricos peso, estatura e circunferéncia da cintura foram medidos
com técnica padronizada (Lohman, 1988) e por equipe de enfermagem treinada, na sala de
antropometria do Ambulatério de Pediatria, no dia da primeira entrevista. O IMC ¢é
apresentado na forma de percentil e escore z que foram calculados com o programa Epilnfo
que usa como referéncia as curvas do CDC 2000, para as criangas maiores que 5 anos, e com
o0 programa WHO Anthro v 3.0.1 para os menores que 5 anos. O z escore do IMC foi
classificado como obesidade quando maior que 2, e obesidade grave quando maior que 3
(Weiss, 2004; WHO, 2007). A circunferéncia da cintura foi medida no ponto médio entre a
borda superior da crista iliaca e a borda inferior da Gltima costela, no momento da expiracdo
profunda, com o individuo em pé, com os pés afastados 25 — 30 cm e os bracos soltos ao
longo do corpo. O ponto de corte utilizado para classificar obesidade com a circunferéncia da
cintura foi maior ou igual ao percentil 90 (McDowell, 2005).

A presséo arterial foi medida segundo as recomendacdes da | Diretriz de prevencao da
aterosclerose na infancia e na adolescéncia. A escolha do tamanho do manguito foi feita
baseada na medida da circunferéncia maxima braquial e o esfigmomandmetro utilizado foi o
de coluna de mercuario. A pressao arterial sistolica foi anotada quando do aparecimento dos
ruidos de Korotkoff (fase I) e a diastdlica correspondeu ao desaparecimento dos ruidos (fase
V).
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3.6.2 Interrogatdrio

No primeiro contato com os pacientes feito nos consultorios do AOIA, OBIN e APUE,
0s pacientes receberam informagdes sobre a pesquisa, e sobre como seria a sua participagéo
nela. Assinado o termo de consentimento, foi preenchida a ficha com os dados dos pacientes.
As comorbidades das criancas obesas foram obtidas com base no interrogatorio dos diferentes
aparelhos feito com o acompanhante da crianca, sendo anotada a presenca ou auséncia de
sintomas ou doencas previamente diagnosticadas referentes aos  aspectos
psicologicos/emocionais, e aos aparelhos respiratorio, locomotor, gastrointestinal,
endocrinoldgico, neuroldgico, cardiovascular e urinario. Dos antecedentes familiares foram
identificadas as seguintes morbidades que podem estar associadas a obesidade, presentes em
parentes: hipertensdo arterial, diabetes mellitus tipo 2, obesidade materna, presenca de irmédos
obesos, doenca hipertensiva especifica da gravidez, sindrome do ovario policistico, puberdade

precoce, intolerancia a glicose, diabetes mellitus gestacional.

3.6.3 Coleta de sangue e bioimpedanciometria

O segundo contato foi feito na Unidade de Pesquisa Clinica do HCFMRP-USP,
quando foram colhidos os exames de sangue e feita a bioimpedancia. Este é o método que foi
utilizado para estimar a composicao corporal em porcentagem de agua corporal total, massa
livre de gordura e a gordura corporal (Houtkooper et al., 1992). O aparelho utilizado foi o
Bodystat® QuadScan 4000 com eletrodos TBW. O exame foi realizado pela manhd, logo
apos a coleta de sangue, em jejum, sem sapatos e meias, com roupas leves e removidos todos
e quaisquer adornos de metal. As criangas foram posicionadas em decubito dorsal, sobre uma
superficie ndo condutora de corrente elétrica, com 0s bracos e pernas separados em torno de
45° de angulo um em relacdo ao outro. Os eletrodos foram colocados em contato com a pele
previamente limpa com alcool. Os eletrodos fontes de corrente foram colocados na mao e no
pé direitos, e os eletrodos sensores no pulso e tornozelo direitos. O aparelho foi calibrado
antes do exame de cada crianga e a leitura foi feita pelo préprio aparelho (Heyward,;

Stolarczyk, 2000). A adiposidade corporal foi comparada com a tabela de referéncia de
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McCarthy et al., 2006, que sugere os percentis 85 e 95 respectivamente, para sobrepeso e

obesidade.

3.7 Exames laboratoriais

Amostras de sangue (total de 15ml) para analise do DNA foram colhidas das criancas
obesas, em jejum de 12 horas, no momento em que elas colheram os exames de colesterol e
fracOes, glicemia de jejum, insulina basal, e TSH que sdo exames de rotina solicitados no
ambulatorio, em data mais proxima possivel da dltima consulta, para evitar transtornos ao
paciente. Resisténcia insulinica foi calculada usando o modelo de homeostase HOMA-IR
(Atabek & Pirgon, 2007).

HOMA-IR = Insulina de jejum (uU/ml) x glicemia de jejum (mmol/l)

22,5

3.8 Coleta das amostras de sangue

As amostras de sangue das criangas obesas foram colhidas na Unidade de Pesquisa
Clinica do HCFMRP-USP. Confirmado o estado de jejum de doze horas (previamente
orientado na inclusdo), em posi¢cdo sentada a crianga foi submetida a coleta de 15 ml de
sangue para extracdo de DNA e analise das concentracfes basais plasmaticas de glicose,
insulina, TSH, colesterol total, triglicérides, HDL-C e LDL-C. Esta coleta de sangue foi feita
por puncdo de veia na prega cubital com cateter ou agulha Vacutainer®. As amostras de
sangue foram coletadas em tubo Vacutainer® com EDTA para extracdo de DNA, em tubo
Vacutainer® com fluoreto de sodio para dosagem da glicose plasmatica, em tubo
Vacutainer® com soro e gel para dosagem de TSH e para as dosagens de insulina, colesterol
total, triglicérides, HDL-C e LDL-C as amostras foram colhidas em tubo Vacutainer® seco.
Todas as amostras sangiineas foram acondicionadas em frascos previamente rotulados,
aqueles destinados a dosagem da glicose e do DNA foram resfriados a temperatura entre zero
e 5°C por até 60 minutos. As dosagens de glicose foram realizadas no mesmo dia, no

Laboratorio de Endocrinologia do HC-FMRP/USP, pelo método da glicose oxidase (Labtest).
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As dosagens de TSH (Immulite 2000, DPC Cirrus) e insulina (DPC) também foram realizadas
no laboratorio de endocrinologia pelo método da quimioluminescéncia, com 0s respectivos
kits comerciais. Para as dosagens de colesterol total, triglicérides, HDL-C e LDL-C as
amostras de sangue foram encaminhadas para o laboratorio de Nutricdo do HCRP/USP e

dosadas pelo método enzimatico do kit comercial Labtest.

3.9 Valores de referéncia para a andlise dos dados bioquimicos

Os valores de referéncia utilizados basearam-se nas recomendagfes da | Diretriz de
Prevencdo da Aterosclerose na Infancia e na Adolescéncia (2005).

N&o existe consenso sobre os critérios de definicdo da Sindrome metabdlica para
criangas e adolescentes, embora alguns estudos ja utilizem o termo também para este grupo
populacional (Weiss 2004, Reinehr, 2007). A | Diretriz ndo recomenda nenhum critério
diagnostico para sindrome metabdlica em criancas e adolescentes, e neste estudo o0s
parametros da sindrome metabdlica foram avaliados individualmente em concordancia com
os critérios da | Diretriz de Prevencdo da Aterosclerose na Infancia e na Adolescéncia.

- Colesterol total aumentado: valores > 170 mg/dL;

- Triglicerideos aumentados: valores > 130 mg/dL.

- HDL-C — colesterol baixo: valores < 45 mg/dL;

- LDL-C — colesterol aumentado: valores > 130 mg/dL

-Glicemia de jejum alterada: valores > 100 mg/dL

-Insulina basal normal < 15pU/L,

limitrofe alto 15 a 20pU/L,
alto > 20 pU/L
- Ponto de corte para HOMA-IR em pré-pUberes: 2,5 (Madeira, 2008)
- Ponto de corte para HOMA-IR em puberes: 3,0 (Atabek e Pirgon, 2007).
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3.10 Analise de DNA

Foi feita no laboratério de endocrinologia do HCRP da FMRP-USP. Foi analisado o
DNA gendmico extraido dos leucdcitos periféricos. O Unico exon do gene do MC3R foi
amplificado por reagdo de cadeia de polimerase (PCR) em dois fragmentos que cobriram toda
a regido codificadora do MC3R.

A figura abaixo mostra o desenho dos primers para os fragmentos 1 e 2:

Seq ?’fffffé‘?ﬁ

S1 ) S2. il
—[ ]—

< AS] W AS2

MC3R primer sense 1 (S1): 5’- GGGAGACAGAAGGAAGACAGC -3¢
MC3R primer anti-sense 1 (AS1): 5’- GACGCCGCAGCAGACCCAGAT - 37;
MC3R primer sense 2 (S2): 5’- TGCAACCTCCTGGCCATCGC -3¢
MC3R primer anti-sense 2 (AS2): 5’- CGTGGATGGAAAGTCAAAAGT - 3’;

MC3R primer sequenciamento (Seq): 5’- TCTCTCTACCCTCCCCATCC-3".

Figura 2 — Localizacdo dos primers para os fragmentos 1 e 2 e do primer para
sequenciamento no éxon do MC3R.

O fragmento 1 tem 932 pares de bases e o fragmento 2 tem 632 pares de bases. A

tabela 2 mostra as temperaturas com as quais as rea¢fes foram padronizadas.

Tabela 2 — Temperaturas das PCRs dos dois fragmentos.

Desnaturagéo Ndmero B Extenséo
Fragmentos ) Desnaturacdo  Anelamento Extenséo
prolongada de ciclos prolongada
Fragmento 1 95°C -5 35 95°C — 45~ 63°C — 45~ 72°C-1’ 72°C-10°

Fragmento 2 95°C -5’ 36 95°C — 45~ 56°C — 45~ 72°C-1° 72°C-10°
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Os dois segmentos alongados amplicons foram seqiienciados usando os primers de
sequenciamento:

MC3R primer Seq: 5’TCTCTCTACCCTCCCCATCC-3,

MC3R primer AS1: 5’- GACGCCGCAGCAGACCCAGAT -3’,

MC3R primer S2:  5’-TGCAACCTCCTGGCCATCGC-3’, ¢

MC3R primer AS2: 5’-CGTGGATGGAAAGTCAAAAGT-3".

O sequenciamento foi feito pelo kit de sequenciamentos ABI Prism® Big Dye™
Terminator Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City, CA). Apls a reacdo de
sequenciamento, as amostras foram purificadas com isopropanol. Depois, esses produtos
purificados foram liofilizados e entdo ressuspensos em 20 uL de TSR (Template Supression
Reagent ABI Prism), sendo entdo submetidos a eletroforese no seqiienciador automatico ABI
Prism 310 (Applied Biosystems). Os cromatogramas foram comparados com a sequéncia
normal do gene do MC3R depositada no GENBANK (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/entrez,
namero de acesso L06155). As seqliéncias génicas foram analisadas pelo software Codon
Code Aligner v 3.5.4.

A descricdo das alteracbes genéticas é apresentada de acordo com a nomenclatura
recomendada pela Human Genome Variation Society, que pode ser obtida no enderego
eletronico http://www.hgvs.org/mutnomen/

Para identificar a presenca de polimorfismos nos controles foi usada a técnica de

deteccdo de polimorfismos por comprimento de fragmentos de restricdo (RFLP) para o
polimorfismo 1:¢c.17C>A (rs3746619). A endonuclease de restricdo Tail, isoesquizOmero da
Maell, corta 0 DNA em um sitio especifico (A*CGT), porém o DNA polimorfico altera o
sitio de restricdo, o que produzird fragmentos de DNA de diferentes comprimentos. Os
fragmentos produzidos foram visualizados em gel de agarose e a diferenciagéo foi feita entre

0os DNAs mutados e normais pelo niumero e comprimento dos fragmentos cortados pela

endonuclease (Figura 2).
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Primer
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Imagem esperada em gel de agarose

Mapa de Restricdo para um individuo heterozigoto para o SNP

Figura 3 — Exemplo de um heterozigoto para o polimorfismo 1:c.17C>A de um Unico
nucleotideo (SNP) que leva a perda do sitio de restri¢cdo da enzima Tail e altera o sitio. A PCR
revela dois tamanhos de fragmentos: o DNA cortado em trés fragmentos representa o alelo
normal, e o DNA cortado em dois fragmentos representa o alelo polimorfico.

3.11 Andlise estatistica

Estatistica descritiva dos dados foi realizada nos programas Epi Info, 2008, v. 3.5.1, e
SAS V. 9, 2002, sendo apresentados sob a forma de tabelas.

Para verificar a associacdo entre a presenca de variacbes dos genes estudados e a
obesidade foi realizado o teste Qui-Quadrado ou teste exato de Fisher quando pertinente, ao nivel
de significancia de alfa = 0,05. Os resultados das dosagens hormonais e bioquimicas do sangue
sdo expressos em média * dp (desvio padrdo da média), valor maximo, minimo e mediana. S&o
comparados os valores dos exames bioquimicos do sangue (glicemia, insulinemia, lipidograma,
TSH) e da composicao corporal avaliada pela impedéancia bioelétrica entre os obesos portadores
das variagbes genotipicas e 0os ndo portadores. Essas comparacOes foram feitas pelo teste ndo

paramétrico de Wilcoxon. O nivel de significancia adotado foi de 5%.



4. Resultados
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4.1 Caracteristicas da amostra

4.1.1 Dados clinicos, anamnese e exame fisico

Foram incluidos 67 individuos (40 do sexo masculino) com obesidade grave de inicio
precoce. Quarenta e quatro (65,7%) eram pré-puberes (28 do sexo masculino e 16 do sexo
feminino). O inicio da obesidade variou de um més até oito anos (média 3,21 + 2,5 dp). A
populacdo do estudo é composta de 61,2% de criangas provenientes de outras cidades da
regido e 38,8% provenientes de Ribeirdo Preto. Brancos e mulatos participaram em igual
proporcao (46,3%), e 44,8% das maes tinham oito anos de escolaridade.

Caracteristicas que podem sofrer influéncia da obesidade como idade de inicio da

puberdade e idade da menarca, apresentaram valores normais (Tabela 3).

Tabela 3 - Dados de interrogatorio da amostra de obesos.

Variaveis Média + dp Maximo Minimo Mediana
Idade inicio caracteristicas sexuais femininas 9,26 + 1,65 12,0 7,0 10,0
Idade inicio caracteristicas sexuais masculinas 10,47 + 1,46 13,0 8,0 10,0
Idade da menarca (n=6) 11,58+ 1,69 13,0 8,5 12,0

*Idades em anos e fracdo decimal de anos.
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As comorbidades das criangas obesas e as doencas presentes nas familias do grupo de
obesos sdo apresentadas nas tabelas 4 e 5 em ordem decrescente de frequéncia.

Tabela 4 - Comorbidades referidas pelos individuos da
amostra de obesos.

Variaveis n %
Psicologico

Nao 19 28,4

Sim 48 71,6
Respiratdrio

Néo 28 41,8

Sim 39 58,2
Locomotor

Nao 38 56,7

Sim 29 43,3
Gastrintestinal

Néo 50 74,6

Sim 17 25,4
Endécrinolégico

Nao 61 91,0

Sim 6 9,0
Neurolégico

Nao 61 91,0

Sim 6 9,0
Cardiovascular

Néo 63 94,0

Sim 4 6,0
Urinario

Né&o 64 95,5
Sim 3 4,5
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As doencas presentes na familia que podem estar associadas a obesidade estdo
apresentadas na tabela 5 em ordem decrescente de freqiiéncia. As trés mais frequentes sao:

hipertensao arterial, Diabetes Mellitus e obesidade materna.

Tabela 5 - Antecedentes familiares da amostra de obesos.

Variaveis n %
Hipertensdo arterial

Ausente 9 13,4

Presente 8 86,6
Diabetes mellitus

Ausente 23 34,3

Presente 44 79,1
Obesidade materna

Ausente 24 35,8

Presente 43 64,2
Irméos obesos

Ausente 35 52,2

Presente 20 29,9

Sem informacdo 12 17,9
Doenga hipertensiva especifica da gravidez

Ausente 48 71,6

Presente 19 28,4
Sindrome do ovario policistico

Ausente 49 73,1

Presente 18 26,9
Puberdade precoce

Ausente 58 86,6

Presente 9 13,4
Intolerancia a glicose

Ausente 59 88,0

Presente 8 12,0
Diabetes mellitus gestacional

Ausente 59 88,1

Presente 8 11,9

As trés tabelas a seguir, referem-se ao exame fisico, sendo que a tabela 6 descreve a

antropometria, a tabela 7 os aspectos da pele e a tabela 8 o estadiamento puberal.
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Na tabela 6 nota-se escore z do peso e do IMC bem aumentados em relagéo ao escore z da
estatura. Os percentis de IMC encontraram-se entre o valor maximo de 99,9 e minimo de 94,4. O

escore z de IMC com média 2,9 e desvio padrédo + 1,0 evidencia a obesidade da amostra.

Tabela 6 - Exame clinico e antropometria da amostra de obesos.

Variaveis Média + dp Maximo Minimo Mediana
Escore z do peso 2,95 +0,73 5,0 1,0 2,9
Escore z da estatura 1,17 £1,02 35 -0,8 1,0
Escore z do IMC 29+1,0 7,4 1,6 2,6
Relacdo peso/estatura (n = 62) 170,0 + 26,3 262,9 137,8 162,6

IMC = Indice de massa corporal

A circunferéncia da cintura foi transformada em percentis (programa Epi Info, 2008,
v. 3.5.1) e posteriormente categorizada acima ou abaixo do percentil 90, que é indicado como
ponto de corte por estar associado a maior chance de doenca ateroscleroética. Todas as criangas
encontraram-se acima do percentil 90 em relacdo a tabela de percentis de circunferéncia da
cintura publicada pelo CDC (McDowell, 2005).

Os valores de pressdo arterial foram comparados com a tabela de percentis de pressdo
arterial segundo sexo, idade e estatura da | Diretriz de prevencgéo de aterosclerose na infancia e na
adolescéncia, e categorizados acima ou abaixo do percentil 90, que é o valor indicado pela mesma
para diagnosticar pré-hipertensdo. 54% por cento dos meninos e 50% das meninas tiveram pelo

menos uma das pressdes acima do percentil 90 (I Diretriz, Arg. Brés. Cardiol, 2005).

Na tabela 7, a frequéncia de lipomastia é a mais alta, seguida pela de estrias e acantose.

Tabela 7 - Exame fisico da amostra de obesos.

Variaveis n %
Lipomastia (n = 40)
N&o 9 13,4
Sim 56 83,6
Sem informacéo 2 3,0
Estrias
Nao 32 47,8
Sim 35 52,2
Acantose
Nao 35 52,2
Sim 32 47,8
Hirsutismo
Nao 66 98,5

Sim 1 15
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Foi feita avaliacdo do estadiamento puberal que classificou 70,0% dos meninos e
59,3% das meninas como impuUberes, 0 que deve estar relacionado com a idade das criancas

selecionadas pela amostra.

Tabela 8 - Distribuicdo do estadiamento puberal segundo sexo da amostra de obesos.

Variaveis Masculino (n = 40) Feminino (n = 27)
n % n %
Gbnadas / Mamas
Estadio 1 28 70,0 16 59,3
Estadio 2 3 7,5 2 7.4
Estadio 3 7 17,5 4 14,8
Estadio 4 1 2,5 4 14,8
Estadio 5 1 2,5 1 3,7
Pélos
Estadio 1 26 65,0 15 55,6
Estadio 2 3 7.5 3 11,1
Estadio 3 5 12,5 4 14,8
Estadio 4 4 10,0 3 11,1
Estadio 5 2 5,0 2 7.4

4.1.2 Bioquimica sanguinea e valores de HOMA - IR (Homeostasis model assessment —

Insulin resistance )

Tabela 9 - Exames laboratoriais da amostra de obesos.

Variveis Média + dp Méaximo Minimo Mediana
Glicemia (mg/dl) 84,5+ 254 280,0 65,0 82,0
Insulina basal (uI[U/ml) 19,6 £ 50,5 390,0 2,0 11,0
Homa-IR* 7,3+354 269,4 0,4 2,3
Colesterol total (mg/dl) 161,8 + 29,5 270,0 108,0 157,0
Triglicerideos (mg/dl) 102,8 + 59,8 400,0 26,0 90,0
HDL-C (mg/dl) 39,2+£8,6 69,0 24,0 40,0
LDL-C (mg/dl) 103,0 £ 24,0 170,0 64,0 97,0
TSH (uIU/ml) 24+15 7,1 0,3 2,1

HOMA-IR = homeostasis model assessment for insulin resistance; HDL-C = high density lipoprotein —
cholesterol; LDL-C = low density lipoprotein — cholesterol; TSH = Thyrotropin hormone.

Na amostra de obesos, dois individuos do sexo masculino apresentaram valores de
glicemia alterados. Um menino de 12 anos e 8 meses, obeso desde 0s 2 anos, com pai e mée

obesos e avos diabéticos (segundo informacgfes da mée), apresentou indice de obesidade =
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193%, circunferéncia da cintura = 132cm, com acantose, estrias, ginecomastia, estadiamento
puberal G3P4 e pressédo arterial 150x90 mm Hg. O outro menino de 6 anos, obeso desde o
primeiro ano de vida, cuja mée é obesa e o pai hipertenso e diabético, apresentou indice de
obesidade 158,9%, sem acantose, com lipomastia, estadiamento puberal G1P1, circunferéncia
da cintura acima do percentil 90 e pressdo arterial entre os percentis 95 e 99 (hipertenséo
arterial estadgio | segundo a | Diretriz). Os resultados das dosagens séricas desses dois

individuos séo apresentados na tabela 10.

Tabela 10 - Dosagens séricas realizadas dos dois individuos com glicemia alterada.

Idade Glicemia Insulina HOMA CT TG HDL LDL TSH
12,66 280 390 269,41 270 400 36 159 1,71
6 101 <2 - 157 73 47 95 6,42*

Idade em anos e fracdo decimal de anos, insulina em pIU/mL, glicemia e colesterdis em mg/dl.
*Este individuo teve dosagem de T4L = 1,6 plU/mL

A tabela 11 mostra a classificacdo das dosagens de insulina segundo os critérios da |
Diretriz de prevencao da aterosclerose na infancia e na adolescéncia que evidenciou 16,1% de
individuos com valores altos de insulina. Foram excluidos dessa analise o paciente diabético e
outros 10 individuos impuberes, 9 do sexo masculino que apresentaram valores indetectaveis

de insulina (insulina < 2ulU/ml).

Tabela 11 — Valores de insulina dos individuos obesos classificados de acordo com o0s
critérios da | Diretriz

Insulina (uIU/ml) Valores n %
<15 Normal 35 62,5
Entre 15 e 20 Limitrofe alto 12 21,4

> 20 Alto 9 16,1
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A tabela 12 mostra a distribuicdo da insulina com alguns fatores de risco para a
resisténcia insulinica.

Tabela 12 — Distribuicéo dos valores médios de insulina por sexo, faixas etarias, categorias de
ING, acantose e puberdade.

n=>56 Meédia de Insulina (uIU/ml)
Sexo

Masculino 11,69

Feminino 14,42
Idade (anos)

0ab 4,47

5a10 8,08

10a15 12,38
ING

1° quartil (137-156) 10,90

20 quartil (157-164,5) 12,10

3° quartil (165-189,5) 13,00

4° quartil (190-263) 13,00
Acantose

Ausente 9,87

Presente 15,60
Puberdade

Ausente 10,7

Presente 16,2

ING = Indice de obesidade de Newen-Goldstein.

Como o escore z de IMC na idade da puberdade é prejudicado pelo o estirdo de
crescimento e, portanto, para a analise da distribuicdo da insulinemia de jejum pela obesidade,
foi utilizado o Indice de obesidade de Newen-Goldstein (ING)

Os valores de HOMA-IR foram classificados como alterados quando > 2,5 para os
individuos impuberes (Madeira, 2008) e quando > 3,0 para os puberes (Atabek e Pirgon,
2007). Apresentaram valores alterados 38% dos impuberes e 55% dos puberes. O individuo
com valor de HOMA-IR = 269,41 foi excluido desta analise.

Dez individuos impuberes apresentaram valores indetectaveis de insulina (insulina <
2ulU/ml). Para esses mesmos individuos ndo foi possivel calcular o HOMA.

A tabela 13 mostra o resultado da dosagem das fracdes de colesterol do grupo de 67
obesos comparados com a | Diretriz de prevencéo de aterosclerose na infancia e adolescéncia.

Tabela 13 - Numero absoluto e relativo dos 67 individuos com lipideos desejaveis, limitrofes
ou aumentados.

Lipideos Desejaveis Limitrofes Alterados

n % n % n %
CT 24 358 18 26,9 25 37,3
TG 41 61,2 12 17,9 14 20,9
HDL-C 15 22,4 - - 52 77,6
LDL-C 36 53,7 15 22,4 16 23,9

CT: colesterol total; TG: triglicérides; HDL-C: HDL colesterol; LDL-C: LDL colesterol
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4.1.3 Avaliacéo da porcentagem de gordura corporal pela impedancia bioelétrica

Das 67 criancas da amostra, 38 (24 do sexo masculino e 14 do sexo feminino) tiveram
a adiposidade corporal avaliada pela impedancia bioelétrica e 9 ndo tinham idade suficiente
para fazer o exame. Trinta e seis pacientes encontraram-se acima do percentil 95 e um
individuo encontrou-se entre o percentil 85 e 95 em relacdo aos valores da tabela de percentis

de gordura corporal de acordo com sexo e idade publicada por Mc Carthy et al., em 2006.

4.1.4 Analise do gene do receptor 3 da melanocortina

Foi feito sequenciamento de toda a regido codificadora do gene do MC3R da amostra
de 67 criancas obesas e ndo foi encontrada nenhuma mutacdo, entretanto, foi detectada a
presenca de trés polimorfismos do tipo missense na regido codificadora do gene (Figura 3).
Duas variantes alélicas, 1:c.17C>A (rs3746619) e 1:c.241G>A (rs3827103), resultam em
mudancas dos aminoacidos treonina por lisina no codon 6 e valina por isoleucina no cddon 81
respectivamente. A proteina do MC3R é um receptor com sete dominios transmembrana, e o
cddon 6 esta localizado na extremidade N-terminal extracelular e o cddon 81 na primeira
hélice transmembrana. Uma terceira variante, 1:c.769C>A (rs61735259), que resulta na
mudanga do amino&cido arginina por serina no cédon 257 também foi encontrada na regido
codificadora do gene. Ela esta localizada na terceira alca intracitoplasmatica (na regido onde
se liga a proteina G), e ndo foi considerada nas analises por ndo ter nenhum relato de

associacdo com a obesidade na literatura (Figura 4).
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Figura 4 — Localizagdo dos polimorfismos na estrutura bidimensional do MC3R.

O polimorfismo 1:¢.17C>A foi observado em 25 criancas obesas (22 heterozigotas e 3
homozigotas), enquanto que o 1:¢.241G>A foi observado em 26 das 67 criancas obesas, 25
das quais também apresentaram o polimorfismo 1:c.17C>A, evidenciando o desequilibrio de
ligagéo.

As figuras 5 e 6 mostram os cromatogramas com 0s resultados de individuos com 0s
dois alelos normais, um heterozigoto para o alelo variante e um homozigoto para o alelo

variante para os polimorfismos c.17C>A e c.241G>A respectivamente.
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Alelo normal Variante homozigoto Variante heterozigoto
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Figura 5 - O polimorfismo c.17C>A representa a troca de uma citosina por adenina
(ACG—AAG) no codon 6, que troca 0 aminoacido Tre por Lis.

Alelo normal Variante homozigoto Variante heterozigoto
i I 1 I R i R R ERREEROEDN ORI R U N S 111
EE?&E&EETTTE%&TE EEEEE%%TTTTTEETE s%ﬁﬁEEE&E&TEEﬁEE'
fEEEENEEEEEEEEERE el EE - IIIIIIII- _____ EEEN
CCCCGAGGTTTTCCTG) PCCCGAGATTTTCCTG) pAGCCCGAGATTTTICC

Figura 6 - O polimorfismo c.241G>A representa a troca de uma guanina por adenina
(GTT—ATT) no cédon 81 que troca o aminoacido Val por Ile.

Como os dois polimorfismos analisados se encontram em desequilibrio de ligacéo,
para a busca nos controles foi feito RFLP somente para o polimorfismo s.17C>A. O
polimorfismo s.17C>A e consequentemente, devido ao quase completo desequilibrio de
ligagéo, o polimorfismo c.241G>A foram encontrados em 23 controles ( 22 em heterozigose e
1 em homozigose).

As frequéncias com que esses polimorfismos se apresentaram tanto no grupo de

obesos (Tabelas 14 e 15) quanto no grupo controle (Tabela 16) sdo mostradas abaixo.

Tabela 14 - Frequéncias de genotipos para os alelos normal e mutado
do polimorfismo 1:¢.17C>A na amostra de criangas obesas.

Criangas  Frequéncia relativa Frequéncias
Gendtipo obesas observada do genétipo Alelo derivadas de alelo
CcC 42 0,627
CA 22 0,328 C 0,785
AA 3 0,046 A 0,215

Total 67 1
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Tabela 15 - Frequéncias de genotipos para os alelos normal e mutado
do polimorfismo 1:¢c.241G>A na amostra de criangas obesas.

Criancas Frequéncia relativa Frequéncias
Genotipo  obesas observada do genbtipo Alelo derivadas de alelo
GG 41 0,612
GA 24 0,358 G 0,791
AA 2 0,03 A 0,209
Total 67 1

Tabela 16 - Frequéncias de gendtipos para os alelos normal e mutado
do polimorfismo 1: ¢.17C>A na amostra de crian¢as com peso normal.

Criangcas  Frequéncia relativa Frequéncias
Gendtipo controles  observada do gendtipo Alelo derivadas de alelo
CcC 48 0,676
CA 22 0,310 C 0,83
AA 1 0,014 A 0,17
Total 71 1

4.1.4.1 Comparagédo das freqiéncias dos polimorfismos c.17C>A e ¢.241G>A entre 0s

individuos obesos e controles

A comparacdo das freqiiéncias dos genotipos para o polimorfismo ¢.17C>A no grupo

de obesos e controles (Tabelas 17 e 18) ndo mostrou diferenga entre os dois grupos (p=0,522).

4.1.4.2 Equilibrio de Hardy-Weinberg

Tabela 17 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas esperadas e observadas do polimorfismo
¢.17C>A no gene do MC3R.

Genotipos  Frequéncia esperada Frequéncia observada e
n (%) n (%)
Obesos cc 41,9 (62,6%) 42 (62,7%) ¥? =0,10225
(67) CA 23,4 (33%) 22 (32,8%) ¥? Tabulado = 0,103
AA 3,1 (4,4%) 3 (4,5%)
Controles cC 49 (69,0%) 48 (67,6%) ¥2=0,72041
(71) CA 20 (28,0%) 22 (31,0%) x? Tabulado = 0,103
AA 2 (2,9%) 1 (1,4%)

2 tabulado para p< 0,05 e 2 graus de liberdade.



Resultados | 50

Os polimorfismos ¢.17C>A e ¢.241G>A do gene do MC3R no grupo de criangas obesas ndo
se afastam do Equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabelas 17 e 18). No grupo controle, o polimorfismo
¢.17C>A também ndo se afasta do Equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabelas 17 e 18).

Tabela 18 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas esperadas e observadas do
polimorfismo ¢.241G>A no gene do MC3R.

Genotipos Frequéncia esperada Frequéncia observada a
n (%) n (%)

GG 41,9 (62,6%) 41 (61,2%) = 0,516
Obesos GA 22,1 (33%) 24 (35,8%) 2 Tabulado = 0,103

AA 3,0 (4,4%) 2 (3,0%)

GG 49 (69,0%) 48 (67,6%) ¥2=0,72041
Controles GA 20 (28,0%) 22 (31,0%) 2 Tabulado =0,103

AA 2 (2,9%) 1 (1,4%)

2 tabulado para p< 0,05 e 2 graus de liberdade.

4.2 Associacao entre a presenca do polimorfismo e as variaveis estudadas.

Para as andlises comparativas entre criangcas obesas com a presenca ou auséncia do
polimorfismo foi utilizado somente o polimorfismo c.17C>A ja que ele se encontrou em
desequilibrio de ligacdo com o polimorfismo ¢.241G>A. Portanto, a amostra ficou em 25
criangas com o polimorfismo versus uma amostra de 42 criangas sem o polimorfismo.

N&o houve associa¢do da presenca do polimorfismo com nenhum dos indices de

obesidade estudados.

4.2.1 Comparacao da cor da pele auto-referida entre os individuos controles e obesos, e

a presenca ou auséncia do polimorfismo ¢c.17C>A

N&o houve associacdo entre o polimorfismo ¢.017C>A e a cor da pele auto-referida
(Tabela 19). Nesta anélise primeiramente foi calculado o valor de p somente para o grupo de
obesos. Compararam-se brancos, negros e mulatos de acordo com a presenca do polimorfismo
e ndo houve associagdo nem mesmo juntando-se mulatos e negros (p = 0,427). Foi feita
também a comparacéo de obesos agrupados com os controles para aumentar o n da amostra,

porém também ndo houve associacdo do polimorfismo com a cor da pele.
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Tabela 19 - Distribui¢do da cor da pele auto-referida segundo a presenca do polimorfismo.

Polimorfismo
Variaveis Ausente Presente p
n % n %
Obesos (67)
Cor da pele 0,713
Branca 22 52,4 9 36
Mulata 17 40,5 14 56
Negra 3 7,1 2 8
Obesos e controles (138)
Cor da pele 0,179
Branca 58 64,4 23 48
Mulata 29 32,2 20 41,7
Negra 3 3,3 5 10,4

4.2.2 Associacdo com idade e indices antropométricos

Tabela 20 - Idades e indices antropométricos segundo a presenca do polimorfismo ¢.17C>A.

Polimorfismo
Variaveis Ausente Presente p
Médiatdp Maximo Minimo Mediana Médiatdp Maximo Minimo Mediana

Idade 9,1+4,2 15,0 0,4 9,8 79+ 4,1 14,7 0,7 8,5 0,290
Idade inicio obesidade 30+27 8,0 0,1 2,0 31+ 23 8,0 0,2 3,0 0,820
Escore z de peso 29+0,7 4,6 1,0 3,0 299+0,71 5,0 2,2 2,9 0,52
Escore z de estatura 1,1+1,1 3,5 -0,8 1,0 1,28+090 2,7 -0,5 1,2 0,74
Escore z de IMC 28+1,1 7.4 2,1 2,4 3,0+09 57 1,6 2,7 0,190

indice de obesidade* n=62 172,8+23,3 227,0 137,8 168,0 169,0 + 28,7 262,9 138,5 157,2 0,140

Idades em anos e fragdo decimal, referidas pelo acompanhante. * Indice de obesidade de Newen-Goldstein. Na
puberdade, dependendo da estatura, este indice ndo pode ser calculado.

4.2.3 Associacdo com a porcentagem de gordura corporal

A Tabela 21 mostra que também ndo houve associacdo da presenca do polimorfismo

c.17C>A com a adiposidade corporal medida pela impedancia bioelétrica.

Tabela 21 - Porcentagem de gordura corporal medida pela impedéncia bioelétrica na amostra

de obesos.
Polimorfismo
Variaveis Ausente Presente p
n % n %
Gordura % 0,403
Entrep85ep 95 1 5,0 1 6,0

Maior que p 95 20 95,0 16 94,0
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4.2.4 Comparacdo dos valores dos exames sanguineos entre obesos com e sem variagdes

genotipicas

N&o houve associacdo entre os polimorfismos ¢.17C>A e ¢.241G>A e 0s niveis
médios das dosagens séricas de glicose, insulina, colesterol, triglicerideos, HDL e LDL.
Também ndo houve associacdo com o HOMA-IR.

Na tabela 22 observa-se o valor da média da insulina basal e do HOMA-IR
aumentados na presenca do polimorfismo, provavelmente devido a presenca no grupo, de um
individuo do sexo masculino de doze anos, que apresentou valor da glicemia de 280 mg/dl e
insulina basal 390 pIU/ml com HOMA-IR calculado no valor de 269,4. Foi feita a retirada
deste individuo do grupo, e o valor médio da insulina basal caiu para 10,97 + 8,56, tendo
ficado portanto, inferior ao valor do grupo sem o polimorfismo.

Tabela 22 - Distribuicdo das dosagens bioquimicas do grupo de obesos segundo a presenca dos polimorfismos.

Polimorfismo
Variaveis Ausente Presente p
Meédia+dp Maximo Minimo Mediana Média = dp Méximo Minimo Mediana

Glicemia (mg/dl) 82,8+8,4 101,0 65,0 84,0 85,9+32,3 280,0 65,0 85,5 0,450
Insulina basal (uIU/ml) 12,7 £ 6,5 28,0 2,0 115 24,1 + 66,2 390,0 2,0 10,0 0,760
HOMA-IR 26+14 4,3 3,2 2,3 10,7 + 46,5 269,4 0,4 2,1 0,700
Colesterol total (mg/dl)  157,6 £25,7 198,0 108,0 157,6 165,2+32,1 270,0 108,0 159,0 0,480
Triglicerideos (mg/dl) 91,4+421 1870 26,0 86,0 108,3+68,6  400,0 31,0 94,5 0,350
HDL (mg/dl) 398+7,4 54,0 27,0 41,0 39,3+£9,2 69,0 24,0 39,0 0,480
LDL (mg/dl) 99,1+226  140,0 64,0 97,0 106,1£253 170,0 67,0 100,5 0,350

A tabela 23 mostra a distribuicdo da insulina de acordo com o0s genotipos normal,
heterozigoto e homozigoto para o polimorfismo ¢.17C>A.

4.2.5 Insulina

Tabela 23 — Distribuicdo dos valores médios de insulina segundo o0s genotipos para o
polimorfismo c.17C>A.

n=>56 Genotipo
Genotipo CC CA AA
Meédia de Insulina (uIU/ml) 13,11 12,55 14,5

No presente estudo, este polimorfismo ndo mostrou associagcdo com a obesidade e ndo
houve diferenca nas variaveis estudadas para a amostra de criangas obesas com auséncia ou
presenca do polimorfismo.
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Foi investigada a presenca de variagcdes na regido codificadora do gene do MC3R em
um grupo brasileiro de criangas e adolescentes obesas e sua associagdo com a obesidade e
niveis glicémicos de glicose, insulina e lipideos.

Foram encontrados dois polimorfismos previamente identificados do tipo missense
C.17C>A e c.241G>A que correspondem as substituicdes dos aminoacidos p.Tre6Lis e
p.Val8llle cujas frequéncias alélicas ndo foram significativamente diferentes quando
comparadas entre o grupo de criancas obesas (n=67) e o grupo controle (n=71) sem
obesidade. Também ndo foi encontrada associacdo significativa entre o polimorfismo
¢.17C>A e a cor auto-referida da pele, escore z de peso, escore z de IMC, indice de obesidade
de Newen-Goldstein, porcentagem de gordura corporal, nem com niveis glicémicos,

insulinémicos e lipidémicos.

5.1 Frequéncia alélica e efeitos da raca

Neste estudo, com um grupo de 67 criancas com obesidade de inicio precoce (3,2 +
2,5 anos) foram observados 22 individuos heterozigotos e 3 homozigotos para o polimorfismo
cl7C>A. A freqliéncia alélica deste polimorfismo neste estudo foi 0,21 no grupo de obesos e
0,17 no grupo controle, sendo que outros estudos em populacbes européias a frequéncia do
alelo polimorfico encontrada foi igual a 0,08 nos obesos e 0,10 nos controles (Hani, 2001) e
0,10 nos obesos (Rutanen, 2007). Ja outros estudos com populacdes africanas e americano-
africanas mostraram uma maior freqiiéncia alélica para o polimorfismo ¢.17C>A (0,575 e
0,350 respectivamente www.ensemble.org).

No Brasil, o censo do IBGE do ano de 2000 mostrou que com uma populacéo de 169
milhdes, 53,7% de brasileiros se auto identificaram como “Brancos”, 39,1% como ‘“Pardos”,
6,2% como “Negros” 0,5% como “Amarelos” ¢ 0,4% como “Indigenas” (http://ibge.com.br,
acessed on 10/Fev./2010). Existe portanto uma miscigenacdo racial no Brasil, com maior
predominancia de pardos e negros em relacdo as populagdes caucasianas. Assim, embora a
amostra deste estudo seja de um tamanho modesto, a maior frequéncia encontrada para o alelo

polimorfico ¢.17C>A poderia ser explicada pela maior miscigenac¢do da populacéo brasileira.
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5.2 Obesidade

A amostra deste estudo foi menor do que a de outros estudos que também ndo
encontraram associacdo com a obesidade (Li, 2000; Hani, 2001; Rutanen, 2007). Outros
estudos com amostras maiores encontraram associagdo dos polimorfismos c.17C>A e
€.241G>A com o IMC, escore z de IMC e porcentagem de gordura corporal (Feng, 2005; Lee,

2007). Neste estudo publicado por Feng em 2005, o autor incluiu 190 criangas com
obesidade, e encontrou 29 delas com dupla homozigosidade para os dois polimorfismos e
apenas os duplo-homozigotos ndo foram encontrados no grupo controle. Além de mostrar
associacdo com a obesidade, ele mostrou que os individuos com o gendtipo heterozigoto
apresentaram um grau intermediario de obesidade. Ele relatou que a dificuldade em se
encontrar relacdo entre essas variagoes e a obesidade em outros estudos pode estar relacionada
a amostras pequenas e com pouco numero de duplo homozigotos. No presente estudo, foi
encontrado apenas 1 individuo com dupla homozigosidade para os polimorfismos ¢.17C>A e
€.241G>A do gene do MC3R e portanto, ndo foi possivel realizar a analise de associa¢do dos
duplo homozigotos com a obesidade.

Em um estudo de larga escala, onde foram encontrados 13 duplos homozigotos para 0s
polimorfismos ¢.17C>A e ¢.241G>A entre 497 adultos gravemente obesos e 11 entre 538
controles a autora também ndo encontrou associacdo com a obesidade (Calton, 2009).
Curiosamente, os dois estudos citados que encontraram associa¢do com a obesidade eram em
criancas com obesidade de inicio precoce: um com 355 (8,2% de duplo homozigotos) e o
outro com 198 criancas (3,5% de duplo homozigotos) (Feng, 2005; Lee, 2007). Além disto,
este autor mostrou pela primeira vez, a associacao da co-ocorréncia destes polimorfismos com
a circunferéncia da cintura.

5.3 Circunferéncia da cintura

A circunferéncia da cintura é uma ferramenta simples e facil de se utilizar para a
verificacdo da obesidade abdominal, e é o principal componente da sindrome metabdlica em
adultos, por estar fortemente relacionada com os fatores de risco para Diabetes Mellitus tipo 2
e doenca cardiovascular: obesidade, dislipidemia, hiperglicemia e hipertensdo arterial
(Freedman, 1999; Taylor, 2000; Maffeis, 2001). Além disso, a medida da circunferéncia da
cintura apresenta boa correlacdo com a gordura da regido central quando comparada ao
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DEXA (Dual-Energy X-ray Absorptiometry) em ambos os sexos (Taylor, 2000). Em criancas,
a medida da circunferéncia da cintura varia com o sexo e a idade e portanto, € necessario que
curvas de referéncia sejam construidas para as diferentes populacfes. As curvas que existem
até hoje, sdo curvas de percentis construidas com dados transversais, e 0s critérios da
sindrome metabolica definem obesidade quando a circunferéncia da cintura for maior ou igual
ao percentil 90 para sexo e idade (Alberti, 2005). A circunferéncia da cintura é sempre maior
em meninos do que em meninas, e essa diferenca aumenta a partir dos 11,5 anos de idade
(Moreno, 1999). Existe uma divergéncia em relacdo ao local de medida da circunferéncia da
cintura entre os diferentes estudos que a utilizaram, entretanto, a padronizacdo de um local de
medida da circunferéncia da cintura € importante para que se possam comparar dados com
outros estudos. Estudos brasileiros tém utilizado a curva Britanica como referéncia devido ao
seu perfil metodoldgico adequado assim como pelo tamanho de sua amostra que é
representativa da populacdo de seu pais. A segunda e mais importante razao de sua escolha € a
similaridade na prevaléncia do estado nutricional da populagdo Britanica com a Brasileira:
11% de sobrepeso e 18,5 % de obesidade versus 17,9% de sobrepeso e 6,7% de obesidade
(Soar, 2004). A maioria dos estudos, inclusive os do Reino Unido, tem utilizado o ponto
médio entre a borda superior da crista iliaca e a borda inferior da ultima costela como local de
medida da circunferéncia da cintura. Neste estudo, também foi utilizado este local de medida,
porém foi feita a comparacdo com as curvas de percentis do CDC porque foi a mesma
referéncia utilizada para os outros indices antropométricos. Os resultados do presente estudo
mostraram que todas as criangas e adolescentes encontraram-se acima do percentil 90 para
sexo e idade em relacdo a tabela de percentis de circunferéncia da cintura publicada pelo CDC
2005. O estudo de Feng, publicado em 2005, o Unico com populacdo pediatrica que utilizou a
circunferéncia da cintura, incluiu criancas de 5-18 anos e mostrou que elas apresentaram a
média da circunferéncia da cintura igual a 91,3 cm. No presente estudo, foram incluidas 67
criancas e adolescentes obesos de 0,4 a 15 anos, 59,7% de meninos, e evidenciou a média da
circunferéncia da cintura igual a 90,8 cm. Entretanto, estes dados ndo sdo comparaveis pelo
fato de que a circunferéncia da cintura em criancas varia com a idade e sexo.

5.4 Impedancia bioelétrica

Embora o indice de massa corporal seja simples de ser medido e tenha sido uma
ferramenta valiosa na monitoracdo de tendéncias em obesidade, ele tem também algumas

desvantagens (Prentice, 2001). Uma delas é que ele ndo distingue entre aumento de massa na
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forma de gordura, massa magra ou 0sso, e pode inclusive levar a significantes erros de
classificacdo. Desde que a doenca associada a obesidade vem do excesso de tecido gorduroso,
a ferramenta de monitoracdo ideal deveria verificar diretamente a obesidade. A impedancia
bioelétrica distingue tecidos ricos de pobres em gordura com base em suas caracteristicas
diferentes de condutancia e reactancia (Chumlea, 1994).

Neste estudo, foi realizada a impedancia bioelétrica em 38 criancas (24 do sexo
masculino e 14 do sexo feminino) e os valores foram transformados em percentis e
comparados com a tabela de referéncia publicada por Mc Carthy et al., em 2006. Todos 0s
pacientes menos um encontraram-se acima do percentil 95 em relagéo aos valores da tabela de
percentis de gordura corporal de acordo com sexo e idade publicada por Mc Carthy et al., em
2006. Esses resultados mostram que a obesidade grave medida pelos indices antropométricos
como peso, escore z de IMC e indice de obesidade de Newen-Goldstein ocorreu a custa de
aumento da porcentagem de gordura corporal.

Dois outros estudos semelhantes em populacdo pediatrica publicaram seus resultados
da porcentagem de gordura corporal expressos em valores de média e desvio padrdo. Esses
valores ndo sd@o comparaveis com os valores deste estudo porque a porcentagem de gordura
corporal varia com 0 sexo e com a idade. Além, disto, a amostra pequena que teve a
bioimpedéancia avaliada neste estudo ndo permitiu a separagdo por genotipos. Mesmo assim,
este exame é de extrema relevancia para se mostrar o aumento de tecido gorduroso e
diminuicdo de tecido muscular evidenciado nos estudos em camundongos com delecdo do
gene do MC3R (Butler, 2000; Chen, 2000).

5.5 Efeitos cardiometabdlicos

Pouco se sabe sobre a prevaléncia de obesidade e sindrome metabdlica infantis devido ao
limitado nimero de estudos, as varias definicbes utilizadas e os grupos de diferentes idades
estudados, que fazem com que as comparacdes se tornem dificeis, e ndo exista um consenso sobre
qual definicdo usar (Kelishadi, 2007). A prevaléncia de sindrome metabolica na populagdo
pediatrica pode variar de 6 a 39% dependendo da defini¢éo utilizada (Reinehr, 2007). Sendo assim,
neste estudo optou-se por avaliar separadamente os fatores de risco como glicemia, insulinemia, e

lipidemia dos individuos obesos com e sem o polimorfismo ¢.17C>A do gene do MC3R.
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5.6 Insulina

Este estudo mostrou, pelo critério da | Diretriz de prevencdo de aterosclerose na
infancia e na adolescéncia, a prevaléncia de insulina plasmatica de jejum alta em 16,1% no
grupo de criancas e adolescentes obesos. Sabe-se que a insulina varia com a idade,
estadiamento puberal e sofre influéncia da obesidade. Por esta razdo, foram testados os dados
com outro critério que levava em conta a puberdade (Viner, 2005). O critério de Viner
estabelece para os pré-puberes (< 10 anos) insulina < 16ul/mL, para os puberes (entre 10 e 13
anos) insulina < 30 ul/mL, e para 0s pos-puberes (> 13 anos), insulina < 20 ul/mL. Por este
critério, 17,9% das criancas e adolescentes obesos apresentaram insulina plasmatica de jejum
alterada. Estudos de associacdo dos polimorfismos c.17C>A e ¢.241G>A com niveis
plasmaticos de insulina sdo discordantes, alguns mostrando aumento da sua secre¢do (Hani,
2001; Feng, 2005) e outros ndo (Lee, 2000; Rutanen, 2007).

A tabela 24 mostra uma comparacéo entre as dosagens de insulina deste estudo com as
de outro estudo que também encontrou aumento dos niveis plasmaticos de insulina.

Tabela 24 — Comparacao da distribui¢do dos valores médios de insulina segundo os gendtipos
para o polimorfismo c.17C>A entre dois estudos.

n=56 Gendtipo

Gendtipo cC CA AA
Presente estudo Média de Insulina (uIU/ml) 13,11(n=34) 12,55 (n=20) 14,5 (n=2)
Feng, 2005 Mcédia de Insulina (uIU/ml) 13,3 (n=202) 16,0 (n=124) 24,7 (n=29)

Estudos de associa¢do entre os polimorfismos ¢.17C>A e ¢.241G>A e insulina plasmatica
de jejum relatam que existe um quantitative trait locus (QTL) proximo a regido do locus do
MC3R, e que os portadores duplo homozigotos desses polimorfismos possuem glicemia e insulina
plasmatica de jejum discretamente mais alta e niveis de insulina com o teste de tolerancia a
glicose oral no jejum e aos 30 minutos significativamente mais altos comparados com 0s ndo
portadores. O autor relata que isto sugere a existéncia de diferenca entre os portadores e ndo
portadores em relacéo a funcéo de secrecdo da insulina. (Hani, 2001; Feng, 2005).

Também em camundongos existe divergéncia, com relatos de camundongos com
niveis seéricos de insulina de jejum que ndo sd@o significativamente diferentes entre
camundongos com gendtipo normal e homozigotos para a delecdo do mc3r (Butler, 2000) e
camundongos machos apresentando aos 6 meses, niveis significativamente maiores de
insulina plasmatica (Chen, 2000).
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A insulina é uma molécula de sinalizagdo importante no sistema nervoso central
(SNC), e ela forma uma rede complexa com o sistema melanocortina (Schwartz, 1992). A
insulina aumenta a atividade do sistema melanocortina no SNC que parece inibir 0 apetite em
ratos (Benoit, 2002). Portanto, é possivel que o sistema melanocortina tenha uma alca de feed-
back negativo para inibir a secrecdo de insulina e que a disfuncdo do MC3R poderia aumentar
0s niveis de insulina.

A resisténcia a insulina, condicdo na qual ocorre 0 aumento da insulina plasmatica de
jejum pode ser definida como uma resposta diminuida as acfes bioldgicas da insulina. A
obesidade, principalmente a obesidade abdominal e a resisténcia insulinica estdo diretamente
relacionadas clinica e epidemiologicamente com o desenvolvimento da sindrome metabdlica e
dos fatores de risco cardiovascular em criancas. Um estudo longitudinal construido com dois
censos transversais mostrou que niveis persistentemente altos de insulina de jejum com inicio
na infancia e persistentes apos oito anos levou a um perfil cardiometabdlico indesejavel e
clinicamente relevante na idade de adulto jovem (Bao, 1996).

No desenvolvimento normal da puberdade, pode ocorrer um estado transitorio de
resisténcia insulinica. Estudos com clamp euglicémico de insulina mostraram que a
resisténcia insulinica aumenta durante o inicio da puberdade, faz um pico no meio da
puberdade, e retorna aos niveis proximos dos pré-puberes no final da puberdade (Moran,
1999). O aumento do hormdnio de crescimento, hormonios sexuais, e niveis de fator de
crescimento insulina-like-1 (IGF-1) que ocorrem durante a puberdade podem ser a causa dessa
forma de resisténcia insulinica (Moran, 2002).

Em adultos, a resisténcia a insulina tem sido associada a obesidade, intolerancia a
glicose ou diabetes, hipertenséo, dislipidemia e doenca cardiovascular. Embora a relacéo entre
essas condicdes seja complexa, a resisténcia a insulina pode ser o fator iniciante (Reaven,
1998). Varios mecanismos poderiam explicar como a obesidade, especialmente a adiposidade
visceral leva a resisténcia insulinica e contribui para a doenca cardiovascular. Por exemplo,
acidos graxos livres liberados dos depésitos de gordura, especialmente gordura visceral,
podem bloquear as vias de sinalizacdo da insulina, interrompendo sua acdo e secrecao
(Zierath, 1998). Além do mais, quantidades aumentadas de &cidos graxos livres na circulagdo
portal podem prejudicar a acdo e o metabolismo da insulina e aumentar a gliconeogénese no
figado (Ferrannini, 1986). Além disso, adipocinas como TNF-a, adiponectina, resistina e
leptina, sintetizadas e secretadas pelos adip6citos tém sido associadas a resisténcia insulinica
associada a obesidade (Mohamed-Ali, 1998; Shuldiner, 2001; Yamauchi, 2001).
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Portanto, apesar de a hiperinsulinemia encontrada nos individuos deste estudo n&o ser
bem explicada pela presenca dos polimorfismos encontrados pelas divergéncias entre os
estudos em camundongos e também em humanos, ela poderia ser explicada pelos mecanismos

envolvidos na patogénese da resisténcia insulinica na presenca da obesidade.

5.7 Lipideos

A analise do perfil lipidico mostrou alteragdo do colesterol total, dos triglicerideos, do
HDL-C e do LDL-C em 37,3%, 20,9%, 77,6% e 23,9% das criancas e adolescentes do grupo
de obesos respectivamente, e quando comparados com a presenca ou auséncia do
polimorfismo, ndo houve diferenca significativa. Um anico estudo semelhante em populagéo
pediatrica também ndo encontrou diferenca no perfil lipidico de pacientes portadores do
polimorfismo ¢.17C>A mesmo quando separado por gendtipos (Feng, 2005).

E descrito que ratos alimentados com uma dieta rica em gordura aumentam a oxidago
lipidica corporal total no muasculo esquelético por meio da capacidade mitocondrial aumentada de
usar lipideos como combustivel metabdlico (lossa, 2002). Camundongos obesos cujo gene do
mc3r foi deletado apresentam reducdo da taxa de oxidacdo de lipideos, e os potenciais
mecanismos que explicam isso incluem a acdo do MC3R sobre a regulacdo simpética da oxidacdo
dos &cidos graxos em tecidos periféricos como o figado e o musculo (Butler, 2000; Chen, 2000).

A maior capacidade oxidativa de lipideos do organismo se concentra no figado e nos
musculos, e o melhor indice de avaliacdo dessa atividade metabodlica é a afericdo do consumo
de oxigénio total (lossa, 2002). Em humanos, isso ja foi demonstrado no estudo de Rutanen e
colaboradores, em um grupo de 216 adultos, onde foram identificados 33 heterozigotos e 5
homozigotos para os polimorfismos c.17C>A e c.241G>A. Foi demonstrado que houve
associacao entre os polimorfismos e glicose, lipideos e metabolismo energético através do
clamp euglicémico e hiperinsulinémico e calorimetria indireta. Os resultados mostraram que
os portadores dos alelos ¢.17C>A e ¢.241G>A tiveram taxas de oxidagdo de lipideos
significativamente inferiores e maiores taxas de oxidacdo da glicose em jejum do que
individuos com os genotipos Lis/Lis6 e lle/lle81.

A insulina, além de ser responsavel pela diminuicdo da producdo hepética e pela
captacdo periférica da glicose, ela age também no metabolismo lipidico. A resisténcia

insulinica no figado e no tecido adiposo leva a exportacdo de &cidos graxos para a circulagédo
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que leva a sintese “de novo* dos triacilglicerideos e dislipedemia comumente associada a
obesidade (Kim, 2003). Isto poderia explicar a dislipidemia apresentada pelos individuos
obesos deste estudo.

Todos os individuos deste estudo apresentaram obesidade grave de inicio precoce, e
néo se pode descartar que mesmo que 38,8% da amostra sejam portadores dos polimorfismos
c.17C>A e c.241G>A, a principal causa da falha do sistema é uma imensa “mutagdo
ambiental” do estilo de vida contemporaneo. Aumentar a ingestdo alimentar sem compensar

com atividade fisica pode induzir a um feed-back confundidor para o cérebro.

5.8 Analise molecular — estudos funcionais

Em uma amostra relativamente modesta de criancas obesas, foram encontrados trés
polimorfismos ja descritos.

Quanto as suas propriedades, o polimorfismo ¢.17C>A troca uma treonina do grupo
polar sem carga por uma lisina com carga positiva. O polimorfismo ¢.241G> troca uma valina
por uma isoleucina, ambos pertencentes a0 mesmo grupo nao polar alifatico, e tém cadeias
laterais que diferem por apenas um grupo metil e portanto, parece improvavel que ele
apresente consequiéncias funcionais. O polimorfismo ¢.769C>A no codon 257 troca uma
arginina com carga positiva por uma serina do grupo polar sem carga.

Estudos semelhantes de associacdo dos polimorfismos ¢.17C>A e ¢.241G>A com a
obesidade séo divergentes, alguns mostrando associacdo e outros ndo. Os estudos de ligagéo
in vitro, mostraram que estes polimorfismos ¢.17C>A e ¢.241G>A quando associados tiveram
diminuicdo de 60% da capacidade de ligacdo com o analogo do agonista, diminuicdo da
producdo de AMPc, e diminuicdo da producdo da proteina do receptor (Feng, 2005). A
terceira variante comum encontrada, 1:c.769C>A néo foi estudada nos controles, porém em
um outro estudo (Calton, 2009), ndo houve associacdo com obesidade (p 0,070); e no estudo
funcional ele apresentou prejuizo da fungdo. A autora também ndo o incluiu nas analises.

Alguns polimorfismos na regido promotora do gene do MC3R ja foram estudados em
uma populagdo adulta da Finlandia, sendo que dois deles apresentaram associagdo com
menores taxas de oxidacdo de glicose e lipides. Um deles, 0 c.-401G>A (rs6014649), foi
encontrado em desequilibrio de ligagdo (r2 > 0,8) com os polimorfismos c.17C>A e

€.241G>A (Rutanen, 2007). Outro polimorfismo na regido promotora, 0 -239 poderia afetar o
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GATA box, entretanto, ele localiza-se muito distante para ser um local de ligagéo do fator de
transcrigdo funcional, e o autor refere que estudos funcionais sdo necessarios para avaliar 0
seu significado. Ele também é relativamente raro e estudos com maiores amostras seriam
necessarios para se avaliar sua ligacdo com a obesidade (Li, 2000).

Seis variantes raras ja foram descritas no gene do MC3R: p.Ala70Tre, p.Met134lle,
p.1le183Asn, p.Ala293Tre, p.l1le335Ser e p.X361Ser. Todas elas com redugéo da sinalizacéo,
com excec¢do das duas ultimas que néo tiveram perda de funcao.

A variante p.lle335Ser foi destituida de ligacdo e sinalizacdo devido a retencao
intracelular que é o defeito mais comum de mutacGes espontaneas em GPCRs que causam
doencas humanas, e a retencdo celular é o defeito mais comum em mutacGes espontaneas do
MCA4R associadas a obesidade (Tao, 2007).

As variantes p.Ala 293Tre e p.X361 ndo causaram maiores defeitos na expressao da
superficie celular, sitio de ligacédo e sinalizagdo. A variante p.X361S aboliu o codon de finalizacéo
e permitiu a adicdo de sete aminoécidos extra no terminal C intracelular do receptor.

Na variante p.llel83Asn a isoleucina estad localizada na segunda alca
intracitoplasmatica, e € um residuo altamente conservado, presente no MC3R de outras
espécies, do teleost fish aos mamiferos. A asparagina € hidrofilica bem como a isoleucina, e
esta mutacdo pode causar reducdo da funcdo com interacdo anormal da proteina G. O autor
relatou diminuicdo parcial da producdo de AMPc, com expressdo normal na superficie celular
e afinidade de ligacdo do ligante normal (Lee, 2007).

A variante p.Ala70Tre afeta o dominio extracelular dentro de uma regido critica para a
atividade de ligacdo. Em outras espécies, a alanina hidrofobica é substituida por outro residuo,
a glicina hidrofdbica, entdo é possivel que a substituicdo pela treonina que € hidrofilica resulte
em uma significante mudanca na conformacéo do receptor (Lee, 2007).

A mutacdo p.Metl34lle: estad localizada no segundo dominio transmembrana, e a
metionina é conservada no frango, camundongo e no rato.

Todas essas variantes raras com excecdo da p.Arg257Ser foram associadas a obesidade.

Estudos de mutagénese mostraram que a alteracdo de alguns aminoacidos é importante
para a ligacéo e ativacdo do receptor. Na figura 7, os polimorfismos e as mutagdes descritos
na literatura que levaram a substituicdo de aminoacidos no receptor 3 da melanocortina mais
0s aminodcidos relatados como importantes para a ligacdo e ativacédo do receptor (Wang, Fan,
Tao, 2008) estdo plotados na estrutura bidimensional do MC3R. O que se pode observar é que

em relacdo ao estudo de Wang, Fan e Tao (2008), nenhuma mutacdo e/ou polimorfismo,
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inclusive do

presente estudo, ocorreu em aminodcidos citados por esses autores como

importante para a ligacao/ativagédo do receptor 3 da melanocortina.

A mutacdo 1le335Ser (n° 5 na figura 7) foi a que teve maior prejuizo funcional,

levando a diminuicdo de ligacdo e sinalizacdo por retencdo intracelular e a autora (Mencarelli

et al., 2008) relata que a portadora era uma mulher de 56 anos com IMC de 39 kg/m? que

tinha hipotireoidismo e tireoidite auto-imune tratada com sucesso com terapia de substituicao.
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Figura 7 — Localizacdo das mutacGes e polimorfismos descritos no gene do MC3R em relagao
ao estudo dos aminoacidos importantes para a ligacdo/ativacao do receptor. Os nimeros em
negrito correspondem as seguintes mutagdes descritas na literatura:

1.
2.
3.

4,

Ala70Tre  Diminuiu a producdo de AMPc, porém, ndo alterou a ligacdo com o0 agonista.
Metl134lle  Né&o afetou a ligagdo com o agonista.

1le183Asn  Diminuiu a producdo de AMPc, ndo afetou a expressdo na superficie e ligacdo ao
agonista, porém, obteve severo prejuizo na sinalizagdo, com interacdo anormal da proteina G.
Ala293Tre N&o causou maiores defeitos na expressdo da superficie celular, ligagcdo e
sinalizacéo.

11e335Ser  Resultou em total destituicdo da ligagdo e sinalizagdo devido a retencdo
intracelular.

X361Ser Ndo causou maiores defeitos na expressdo da superficie celular, ligacdo e
sinalizacéo.
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Duas mutagdes no gene do MC3R 1le183Asn e 11e335Ser causaram defeitos
importantes na sinalizacdo do receptor. Os estudos aqui relatados que n&o encontraram
mutacdes no gene do MC3R associadas a obesidade foram na maioria feitos em caucasianos.

Em estudos em camundongos com delecdo do MC3R a ativacéo do receptor pelo o e y-
msh leva por meio de mecanismos ainda ndo completamente elucidados, a um maior depdsito
de gordura corporal (Chen, 2000; Butler, 2000). Foi demonstrado por Feng (2005), que a co-
ocorréncia dos polimorfismos, ¢c.17C>A e ¢.241G>A, causa a inativacao parcial do receptor e
estd associada com obesidade em americanos africanos, sugerindo interacdo genotipo e raca.

O presente estudo fornece evidéncias de que, em uma populacdo bastante
miscigenada, composta por 36% de mulatos e 6% de negros, ndo ha associacdo dos

polimorfismos ¢.17C>A e ¢.241G>A com a obesidade grave de inicio precoce.



6. Conclusao
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O presente estudo ndo confirma a associa¢ao dos polimorfismos c.17C>A e c.241G>A
com a obesidade nesta amostra de 67 criangas com obesidade de inicio precoce, porém, isto
ndo exclui o envolvimento do gene do MC3R na patogénese da obesidade. Ndo se pode
excluir outras formas de obesidade monogénica, e isso talvez fosse um ponto interessante de
pesquisa.

Embora a obesidade ambiental ndo tenha sido objeto deste estudo, dada a freqiiéncia
rara da obesidade genética, € evidente que neste grupo o excesso de ingestdo e a falta de
exercicios fisicos devem estar contribuindo enormemente para a condicdo patologica destas

criangas que precocemente apresentam fatores importantes de risco cardiovascular.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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