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RESUMO

SARRASSINI, F. B. Identificacao de polimorfismos de genes candidatos nos
transtornos alimentares. 2012. 102 f. Tese (Doutorado) — Escola de Enfermagem
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Os transtornos alimentares (TA) sdo quadros psiquiatricos graves, de etiologia
multifatorial e a influéncia genética parece exercer importante papel. Trés genes sao
candidatos em potencial para o0 desenvolvimento desses quadros e séo
investigados: o gene do receptor 5-hidroxitriptamina (5-HT.a), 0 do Fator
Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF) e do receptor B do estrogénio (ERB). O
objetivo deste estudo foi identificar a presenca de polimorfismos (SNPs) desses
genes em pacientes e ex-pacientes com TA (grupo de pacientes-GP) e em mulheres
jovens saudaveis (grupo controle-GC) e foi realizado junto ao Grupo de Assisténcia
em Transtornos Alimentares do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdao Preto-USP. Coletaram-se os dados: idade, peso e altura para calculo do
indice de massa corporal (IMC) e aplicou-se o Eating Atitudes Test (EAT-26) para
excluir possivel caso de doenca no GC (<21pontos). Os SNPs foram determinados
pela técnica de reacao em cadeia da polimerase (PCR). Para analises estatisticas,
utilizou-se o Statistical Package for Social Sciences (SPSS, 20.0), nas variaveis
continuas (IMC e idade) usou-se o teste ANOVA, na variavel dicotdmica (presenca
ou ndo de SNPs), teste qui-quadrado e regressdo logistica binaria (p?). Como
resultados, foram coletados dados de 29 individuos do GP e 78 do GC. A idade foi
de 26,37+7,00 anos no GP e 28,65+6,67 anos no GC (p=0,274), o IMC foi de
20,83+4,47kg/m? no GP e 21,56+1,67kg/m? no GC (p=0,294), e o EAT-26 foi de
30,34+18,83 pontos no GP e 7,83+4,94 pontos no GC (p=0,000). Calcularam-se as
frequéncias alélicas e genotipicas dos genes e foi feita analise que unia gendtipos
que possuiam alelos de risco para cada gene. No gene 5HT.a 75,8% do GP e 38,4%
do GC apresentaram-se 0os genétipos com o alelo de risco (GA e AA) (pX?=0,253;
OR=1,964; 1C95%=0,748-5,156 e p?=0,552). No do BDNF, encontraram-se
frequéncias de 96,5% no GP e 96,1% no GC com os genétipos com alelo de risco,
MM e MV (pX?=1,00; OR=1,120; IC95%=0,112—11,221 e p®=0,362 ). No gene do
ERB, para o SNP presente no éxon 5 (1082 G—A), as frequéncias dos genétipos de
risco GA e AA foram de 6,8% no GP e 8,9% no GC (pX?=1,00; OR=0,751;
IC95%=0,147-3,841 e p?=0,883), e o SNP situado no éxon 8 (1730 A—QG), as
frequéncias dos gendtipos de risco AG e AA foram de 65,5% no GP e 83,3% no GC
(pX?=0,064; OR=0,380; 1C95%=0,144—1,002 e p®=0,399). Todas as andlises ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa para a presenca dos alelos de risco
que podem contribuir para o desenvolvimento de TA. Concluiu-se que a
heterogeneidade da populacao brasileira, a baixa incidéncia da doenca e a amostra
limitada do GP podem ter influenciado para as semelhangas entre 0s grupos.
Futuros estudos, utilizando marcadores genéticos de etnias e amostras maiores,
devem prosseguir na linha promissora da investigacéo etioldgica.

Palavras-chave: Transtornos da alimentacdo. Polimorfismo genético. Genes.
Anorexia nervosa. Bulimia nervosa.



ABSTRACT

SARRASSINI, F. B. Identification of polymorphisms of candidate genes in
eating disorders. 2012. 102 f. Tese (Doutorado) — Escola de Enfermagem de
Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Eating disorders (ED) are serious psychiatric conditions with multifactorial etiology, it
seems genetic influence has an important role. Three genes were investigated: the
receptor 5-hydroxitriptamine (5-HT2A), the Brain-Derived Neurotrophic Factor
(BDNF) and the Estrogen Receptor B (ERB). This study aims at identifying the
presence of polymorphisms (SNPs) in patients or in ex-patients with ED (Group of
patients — GP) and in wealthy women (Control Group — CQG). The study was
conducted with the Eating Disorders Assistence Group at Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. To calculate the Body Mass Index
(BMI), we collected data referring to age, weight and height, we applied the Eating
Attitudes Test (EAT-26) to exclude a possible occurrence of disease in the CG (<21
points). The polymerase chain reaction (PCR) was used to determine SNPs. For the
statistical analysis we used the Statistical Package for Social Sciences (SPSS, 20.0):
for the continuous variables (BMI and age), the ANOVA and for the dichotomous
variable (presence or not of SNPs), Chi-square test and Binary logistic regression
(p?). There were 29 individuals of the GP and 78 of the CG. The age was 26,37+7,00
in the GP and 28,65+6,67 in the CG (p=0,274), the BMI was 20,83+4,47Kg/m2 in the
GP and 21,56+1,67Kg/m2 in the CG (p=0,294), and the EAT-26 was 30,34+18,83
points in the GP e 7,83%4,94 points in the CG (p=0,000). We calculated the allelic
and genotypic frequencies in the genes of the studied groups and afterwards we did
an analysis that joined genotypes with risk alleles for each gene. The genes 5HToa
75,8% of GP and 38,4% of the CG presented the genotype with risk allele (GA and
AA) (pX?=0,253; OR=1,964; IC95%=0,748-5,156 e p?=0,552). In the BDNF we found
frequencies of 96,5% in the GP and 96,1% in the CG with genotypes with risk allele,
MM and MV (pX2=1,00); OR=1,120; 1C95%=0,112-11,221 e p?=0,362). Regarding
the gene ERB, for the SNP present in the exon 5 (1082 G—A), the frequency of risk
genotypes GA and AA were of 6,8% in the GP and of 8,9% in the CG (pX?=1,00;
OR=0,751; 1C95%=0,147-3,841 and p®=0,883), and for the SNP located in the exon
8 (1730 A—Q@G), the frequency of risk genotypes AG and AA were of 65,5% in the GP
and 83,3% in the CG (pX°=0,064; OR=0,380; 1C95%=0,144-1,002 e p®=0,399).
There were no significant differences between the studied groups for the presence of
risk alleles that may contribute to the development of ED. We concluded that
heterogeneity of Brazilian population, the low incidence of the disease in it and the
limited sample of GP may have influenced the similarities between the groups. Future
studies using genetic markers of ethnicity and a wider sampling may contribute to the
promising trend of etiologic investigation.

Keywords: Eating disorders. Genetic polymorphisms. Genes. Anorexia nervosa.
Bulimia nervosa.



RESUMEN

SARRASSINI, F. B. Identificacion de polimorfismos de genes candidatos en los
trastornos alimentarios. 2012. 102 f. Tese (Doutorado) — Escola de Enfermagem
de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Los trastornos alimentarios (TA) son cuadros psiquiatricos graves, de etiologia
multifactorial y en el cual la influencia genética parece jugar un papel importante.
Tres genes son candidatos potenciales para el desarrollo de estos cuadros y son
investigados: el gen del receptor 5-hidroxitriptamina (5-HT2A), el del Factor
Neurotréfico Derivado del Cerebro (BDNF) y del receptor B de estrégeno (ERB). El
objetivo de este estudio fue identificar la presencia de polimorfismos (SNPs) de estos
genes en pacientes y ex-pacientes con TA (Grupo de Pacientes-GP) y en mujeres
jovenes sanas (Grupo Control-GC), en el Grupo de Atenciéon en Trastornos
Alimentarios del Hospital das Clinicas de la Facultad de Medicina de Ribeirdo Preto-
USP. Los datos recolectados fueron edad, peso y estatura, para calculo del Indice
de Masa Corporal (IMC) y se aplicoé el Eating Attitudes Test (EAT-26) para excluir
posibles casos de enfermedad en el GC (<21puntos). Se determinaron los SNPs por
la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Para analisis estadisticos,
se utilizé el Statistical Package for Social Sciences (SPSS, 20.0): en las variables
continuas (IMC y edad) se utiliz6 el test ANOVA, en la variable dicotémica (presencia
o ausencia de SNPs) test chi-cuadrado y regresion logistica binaria (p?). Como
resultados, fueron recolectados datos de 29 individuos del GP y 78 del GC. La edad
fue de 26,37£7,00 afios en el GP y 28,65+6,67 anos en el GC (p=0,274), el IMC fue
de 20,83+4,47Kg/m2 en el GP y 21,56+1,67Kg/m2 en el GC (p=0,294), y el EAT-26
fue de 30,34+18,83 puntos en el GP y 7,83%4,94 puntos en el GC (p=0,000). Se
calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas de los genes y se llevé a cabo el
analisis que unia los genotipos que tenian alelos de riesgo para cada gen. En el gen
5HT:a el 75,8% del GP y el 38,4% del GC presentaron los genotipos con el alelo de
riesgo (GA y AA) (pX?=0,253; OR=1,964; 1C95%=0,748-5,156 y p®=0,552). En el
BDNF, se encontraron frecuencias del 96.5% en el GP y del 96,1% en el GC con los
genotipos con alelo de riesgo, MM y MV (pX?=1,00; OR=1,120; IC95%=0,112-11,221
y p?=0,362). En el gen ERP, para el SNP presente en el exén 5 (1082 G—A), las
frecuencias de los genotipos de riesgo GA y AA fueron del 6,8% en el GP y del 8,9%
en el GC (pX3=1,00; OR=0,751; 1C95%=0,147-3,841 y p?=0,883), y el SNP
localizado en el exén 8 (1730 A—@G), las frecuencias de los genotipos de riesgo AG y
AA fueron del 65,5% en el GP y del 83,3% en el GC (pX®=0,064; OR=0,380;
IC95%=0,144—-1,002 y p®=0,399). Los andlisis no mostraron ninguna diferencia
estadisticamente significativa para la presencia de los alelos de riesgo que pueden
contribuir al desarrollo de TA. Se concluy6é que la heterogeneidad de la poblacion
brasilefna, la baja incidencia de la enfermedad y la muestra limitada del GP pueden
haber influido en las similitudes entre los grupos. Futuros estudios con marcadores
genéticos de grupos étnicos y muestras mas grandes deben persistir en la linea
promisora de investigacion etiologica.

Palabras clave: Trastornos de la conducta alimentaria. Polimorfismo genético.
Genes. Anorexia nerviosa. Bulimia nerviosa.
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1 APRESENTACAO

Desde o ano 2000, tenho participado do Grupo de Assisténcia em
Transtornos Alimentares do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto - USP (GRATA-HC-FMRP-USP). Como nutricionista de area clinica,
desenvolvi varias atividades que me enriqueceram enquanto profissional e me
estimularam a continuar estudando esse tema. Além disso, interessei-me em fazer
pesquisas sobre essas doencas que, para nos, profissionais de saude, sdo muito
desafiadoras.

Sendo assim, durante esses anos, conclui a dissertacdo de mestrado,
traduzindo para a lingua portuguesa e validando para o Brasil um instrumento de
triagem, para identificar possiveis casos de doenca, o EAT-26 (teste de atitudes
alimentares - Eating Attitudes Test), finalizando-o em 2003. Ainda, na parte
assistencial, realizei atendimentos individuais dos pacientes com transtornos
alimentares e coordenei o grupo destinado aos pais e/ou cuidadores, juntamente
com um médico residente em nutrologia e um psiquiatra. Esse grupo de apoio aos
familiares existe desde 2001, com finalidade informativa e educativa, possibilitando a
atuacao no servico com visdo mais profunda e ampliada sobre o funcionamento da
dindmica familiar, contribuindo, assim, para melhor acolhimento aos familiares no
tratamento.

No ano 2009, tive participacao ativa no planejamento e implementacao de
um grupo de orientacao nutricional para esses pacientes, com frequéncia semanal e
duracao de uma hora, com o objetivo de discutir temas sobre nutri¢do.

Pelo exposto, fica claro que essa tematica tem sido o foco principal da
minha trajetéria profissional. Levando-se em conta o desejo de realizar o projeto de
doutorado e por serem essas doengas de dificil tratamento e progndstico, motivei-me
a pesquisar possiveis fatores etiolégicos associados a esses quadros, possibilitando
o aprimoramento de estratégias terapéuticas para os transtornos alimentares. O
desenvolvimento desta pesquisa, apesar dos desafios que apresenta, acredito que

contribuira para maior compreensao desses quadros clinicos.
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2 JUSTIFICATIVA

A literatura tem apontado estudos desenvolvidos com gémeos idénticos
que fornecem evidéncias que os transtornos alimentares (TA) podem ser herdados,
especialmente a anorexia nervosa (AN) (GORWOOD; KIPMAN; FOLON, 2003;
KIPMAN et al.,1999).

Em metandlise de investigacado realizada com essa populagcao, foram
encontrados 55 estudos que observaram que em cerca de 90 pares de gémeos,
havia concordancia de 44% em gémeos homozigéticos e de 12,5% em dizigébticos
(KIPMAN et al., 1999). Diante desses resultados, a contribuicdo de fatores genéticos
na etiologia dos TAs é amplamente aceita (COLLIER et al., 1997; RIBASES et al.,
2004; ROSMOND; BOUCHARD; BJORNTORP, 2002).

Esses resultados, no entanto, nos fazem refletir que, longe de um pré-
determinismo genético para explicar a etiologia dos TAs, o modelo mais aceito
envolve a relagdo gene/meio ambiente, no qual as influéncias socioculturais levam
ao desenvolvimento da doenca em individuos geneticamente suscetiveis.

Os genes envolvidos no comportamento alimentar, na regulacédo
ponderal, na saciedade e no metabolismo energético, assim como outros que
controlam a secrecdo e 0 metabolismo hormonal, sdo candidatos para o
desenvolvimento da anorexia nervosa (AN) e da bulimia nervosa (BN).

Entre os genes estudados, trés tém sido investigados com justificativa
convincente. O primeiro € 0 gene codificador do receptor da 5-hidroxitriptamina ou
serotonina (5-HT2a). Os fatos que justificam essas investigacées sao principalmente
0s seguintes: a) existem indicacbes de disfuncdo no sistema serotoninérgico em
pacientes com AN; b) a serotonina tem fungdo importante na regulagdo do apetite,
no comportamento sexual e social; ¢) modelos animais de AN envolvem
mecanismos serotoninérgicos e d) muitos comportamentos ligados a serotonina
mostram dimorfismo sexual, o que pode fornecer explicacdo para a grande diferenca
entre homens e mulheres em relacéo a incidéncia da doenca (96% em mulheres)
(COLLIER et al.,, 1997; KAYE; GENDALL; STROBER, 1998; KAYE et al., 1998;
RIBASES et al., 2004; TREASURE; OWEN, 1997). Outro ponto a se considerar é a
maior presenga de TA em mulheres. A maioria dos estudos feitos na Europa e nos

EUA sugere que a prevaléncia em mulheres é de 9:1, indicando possivel influéncia
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de horménios sexuais como sinal para o desenvolvimento da doencga (KIPMAN et al.,
2002).

O segundo gene é o codificador do fator neurotréfico derivado do cérebro
(brain-derived neurotrophic factor - BDNF). Trata-se de um fator essencial para a
sobrevivéncia, diferenciacdo e também esta envolvido na eficiéncia sinaptica e
plasticidade neuronal (HINNEY et al., 1997).

O terceiro gene candidato refere-se ao estrogénio, que tem implicacoes
no comportamento alimentar, e é descrito seu papel na inibicdo da alimentacdo em
animais experimentais. Existem demonstracdes de que esse horménio atua
aumentando a atividade da colecistocinina, um sinalizador do processo de
saciedade. O receptor B do estrogénio (ER PB) é expresso em muitas areas
envolvidas na regulacdo do apetite do hipotalamo e esses receptores sao
reguladores da agédo anorexigena do estrogénio (KLUMP et al., 2001). Nilsson et al.
(2004) exploraram a associacao entre polimorfismos desse gene em pacientes com
BN e observaram que polimorfismos no éxon 5 (1082 G/A) e no éxon 8 (1730 G/A)
associam-se ao desenvolvimento dessa doenca.

Diante dessas consideracdes e compreendendo a etiologia multifatorial
dos transtornos alimentares, a biologia genética tem se mostrado campo fértil para a
busca de possiveis respostas que poderdao auxiliar no planejamento de estratégias

terapéuticas mais eficazes.
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3 INTRODUCAO

3.1 Os transtornos alimentares

Os TAs mais conhecidos sdo a anorexia nervosa (AN) e a bulimia nervosa
(BN), considerados transtornos psiquiatricos graves. Afetam principalmente
adolescentes e adultos jovens do sexo feminino, podendo ocasionar grandes
prejuizos biolégicos e psicolégicos e aumento de morbidade e mortalidade. Na
primeira situagdo, ocorre 0 medo mérbido de engordar com redugédo voluntaria e
drastica da ingestao alimentar, levando a progressiva e desejada perda de peso,
caquexia, inanicao e, nao raro, a morte. Apresenta, como manifestacoes fisicas, a
amenorréia, a hiperatividade, bradicardia, vomitos e lanugo. Ja a BN caracteriza-se
por surtos de ingestdo macica e compulsiva de alimentos, seguida de vémitos e
abuso de laxantes e/ou diuréticos (CORDAS; SALZANO, 2011; NUNES, 2006).

Os critérios diagnésticos estdo estabelecidos tanto pelo DSM-IV-TR
quanto pela CID-10. A AN é caracterizada por ser psicopatologia especifica por meio
da qual o pavor de engordar persiste como uma ideia intrusiva e sobrevalorizada.
Ocorre, secundariamente, transtorno endécrino generalizado que é manifestado em
mulheres pela amenorreia e nos homens pela perda de interesse e poténcia sexual.
Na BN, encontra-se a preocupacao persistente com o comer e o desejo irresistivel
por comida; o paciente sucumbe a episdédios de hiperfagia e essas grandes
quantidades de alimentos sdo consumidas em curtos periodos de tempo. Para
neutralizar os efeitos hipercaléricos dos alimentos, um ou mais mecanismos
compensatérios sdo praticados: vomitos autoinduzidos, abuso de laxantes, periodos
alternados de jejum, uso de drogas como anorexigenos e diuréticos. Ha,
frequentemente, mas nao sempre, histéria de episédio prévio de AN, variando de
poucos meses a varios anos (AMERICAN PSYCHIATRIC ASSOCIATION (APA),
2000; ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE (OMS), 1993).

Em revisdo de literatura sobre a incidéncia dos TAs, Hoek e van Hoeken
(2003) encontraram que a incidéncia da AN é de, pelo menos, 8/100 mil individuos
da populacdo por ano, e que, entre as décadas de 1950 e 1980, parece ter
aumentado essa incidéncia entre mulheres jovens, particularmente de 15 a 25 anos
de idade, mas também entre aquelas de 10 e 14 anos. A partir de 1980, a incidéncia
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da AN tornou-se estavel. J4 para BN, ha poucos estudos, provavelmente porque o
transtorno s6 foi reconhecido como categoria diagnoéstica em 1979. Os trabalhos
existentes indicam taxa de incidéncia de 12/100 mil individuos da populacdo e
registram também, na década de 1980, aumento substancial de incidéncia em
mulheres. A partir dessa época, a incidéncia atingiu taxa estavel, de 30/100 mil
mulheres por ano. Hudson et al. (2007) observaram que a prevaléncia da AN esta
entre 0,5 e 1% e para BN varia de 1 a 3%, principalmente em adolescentes do sexo
feminino, no inicio da fase adulta.

Segundo Jacobi et al. (2004), existem varias causas para o aparecimento
dos TAs, dentre elas um modelo multifatorial envolvendo aspectos biologicos,
psicoldgicos, socioculturais e familiares.

3.2 A Genética dos transtornos alimentares

A natureza multifatorial da etiologia dos TAs ja é amplamente
reconhecida, envolvendo fatores como vulnerabilidades biolégicas, psicopatologia
parental, experiéncias adversas e pressdes socioculturais (MORGAN; CLAUDINO,
2005).

Por serem consideradas doencas complexas, acredita-se que ha,
também, importante influéncia genética, resultado da integracédo de multiplos genes
com o meio ambiente, diferentemente do padrdo mendeliano, em que a doenca é
causada por um unico gene.

Para Klump e Gobrogge (2005), é evidente que os genes desempenham
papel importante na etiologia da AN. Estimativas de importantissimos estudos de
familiares e de casais sugerem que mais de 50% da etiologia na AN pode ser
explicada pelos efeitos genéticos. No entanto, a pesquisa genética molecular da AN
esta ainda em curso.

O conceito de vulnerabilidade genética encontra sua aplicagao pratica na
compreensao da fisiopatologia da doenca, podendo ser util no desenvolvimento de
novas formas de tratamento. A busca por genes candidatos no estudo dos TAs nao
tem como obijetivo substituir ou diminuir a importancia das intervencdes psicolégicas
e de outra natureza. Possivelmente, a compreensao dos fatores genéticos podera
apontar quais estratégias psicoterapicas e/ou farmacolégicas serdo mais eficientes
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para determinados subgrupos de pacientes (GALVAO; PINHEIRO; SOMENZI,
2006).

Segundo Faraone, Tsuang e Tsuang (1999), os estudos de associacao e
os de ligacdo sdo as formas de se estudar genes de suscetibilidade para o
desenvolvimento de quadros patolégicos em humanos. Os estudos de associacao
sao aqueles em que ha amostra de pacientes com AN e amostra de grupo controle,
ou seja, os individuos que se apresentam saudaveis para essa doengca € 0S
individuos doentes sdo comparados uns com o0s outros, além da frequéncia de
alelos (diversas formas de um gene) ou genétipos nos grupos. Portanto, a maior ou
menor freqiéncia de um alelo ou gendétipo em pacientes com AN sugere que 0 gene
pode estar associado ao TA. Esses estudos séo indicados para os casos conhecidos
de fisiopatologia de doencas, ou seja, quando se sugere certo nimero de genes
candidatos, levando em consideracao que eles sdao conduzidos para identificar os
genes especificos da regido crombéssomica que contribuem para a doenca.

Ja os estudos de ligacdo sdo essencialmente técnicas de descobertas
que podem ser usadas quando ha numero menor de hipéteses sobre os tipos de
genes que podem contribuir para o transtorno. Esses estudos utilizam familias com
mais de um individuo afetado para examinar um nimero de marcadores genéticos
pelo genoma e, em seguida, verificar se alguns desses marcadores sao ligados a
AN. Essa abordagem essencialmente verifica se os parentes que tém os marcadores
dos alelos para o transtorno compartiham, em maior nivel, de determinados
marcadores nos cromossomos. Usando essa abordagem, os genes especificos nao
sao identificados e, sim, as regides cromossdémicas.

Diante disso, os estudos de associacédo sao conduzidos para identificar os
genes especificos da regiao cromossémica que contribuem para o transtorno. Até o
momento, eles tém sido mais realizados do que os de ligagdo. Essa discrepancia
tem ocorrido provavelmente devido ao custo e a dificuldade de se adquirir amostras
suficientes para estudos de ligacdo, que exigem familias que apresentam mais de
um individuo com a presenca da doenca. No entanto, tanto os estudos de
associagcdo quanto os de ligacdo tém mostrado resultados significativos e
promissores para esse campo de investigacao.

Os estudos com gémeos que apresentam TA demonstraram que
consideravel parcela do padrao de transmissao familial observado é devido a efeitos
genéticos aditivos. Tais estudos estimam que a herdabilidade da AN esteja entre 33
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e 84%, ao passo que a da BN situa-se entre 28 e 83%. O restante da variancia
genética dos dois transtornos pode ser atribuido aos fatores ambientais especificos
e individuais e a pequena influéncia dos fatores ambientais compartilhados (BULIK
et al., 2000).

Muitos tracos e sintomas de TA também apresentam um componente de
herdabilidade como, por exemplo, episédios de compulsao alimentar (binge eating),
vémitos autoinduzidos, impulso para a magreza, restricdo alimentar e desinibicao
(SCHIMIDT, 2003).

As pesquisas genéticas e as modernas técnicas de neuroimagem
representam avango importante no esclarecimento das bases biolégicas dos fatores
que estdo envolvidos na etiologia dos TAs — fatores biologicos e disturbios. Os
esforcos de pesquisas devem buscar, a partir de agora, maior integracédo
psicossocial como, por exemplo, pesquisas que investiguem a interacao entre os
genes e 0 meio ambiente. Varios fatores de risco sdo comuns na AN e BN e muitas
perguntas ainda nao foram respondidas. As respostas para varias questoes poderao
auxiliar na busca por técnicas de tratamento mais eficazes e espera-se que estejam
disponiveis nos préximos 10 a 15 anos (GALVAO; PINHEIRO; SOMENZI, 2006).

Em revisao realizada por Kipman et al. (1999), observou-se que, embora
a AN seja um disturbio complexo envolvendo varios fatores de vulnerabilidade, os
fatores genéticos estao significativamente envolvidos no risco individual para essa
doenca. Diferentes estudos familiares e com gémeos tém mostrado que, de 0,5 a 0,8
da variancia, € em decorréncia da influéncia de fatores genéticos. Nessa revisao,
concluiu-se que, em todos os estudos familiares publicados fornecem estimativa da
herdabilidade em 0,72 e que todos os estudos publicados com gémeos, a estimativa
da herdabilidade é de 0,71.

3.2.1 O gene do receptor 5HT 24

A serotonina (5-hidroxitriptamina; 5-HT) € um neurotransmissor que
contribui para a regulacéo fisiolégica de muitos processos tais como 0 sono, 0
apetite e a secregcdo hormonal (DINAN, 1996; LEMOINE; ALLAIN, 1996). Além
disso, ela é um mediador-chave no controle da ingestao alimentar, reduz a ingestao

de alimentos e provavelmente estd envolvida na etiologia da AN e no controle de



28

peso (LEIBOWITZ, 1990). Para Steiger, (2004), a 5-HT tem papel bem confirmado
na regulacdo do comportamento alimentar e para Fink e Summer (1996), o papel
dela esta no controle do apetite, no comportamento sexual, na resposta ao estresse,
além de mostrar interacdo entre o estrogénio e o gene do receptor 5-HT.a. O gene
da 5-HT é constituido por quatro éxons separados por trés introns ao longo de mais
de 62 pares de base (CHEN et al., 1992) e esta localizado no cromossomo 13q14-
g21 (SPARKES et al., 1991). O gene que codifica esse receptor € um forte candidato
para a etiologia da AN (GORWOOQOD et al., 1998). Em estudos de associacado de
caso-controle, o alelo A do polomorfismo -1438G/A do gene HTR.x tem se
apresentado como um alelo vulneravel para a AN (COLLIER et al., 1997; NACMIAS
et al., 1999).

Varios estudos tém demonstrado que pacientes com AN apresentam
reducédo da atividade central da 5-HT (KAYE et al., 1988; WALSH; DEVLIN, 1998;
WOLFE; METZGER; JIMERSON, 1997). Um deles foi realizado com 16 mulheres
que haviam se recuperado de anorexia nervosa do subtipo restritivo (AN-R) e com
23 mulheres saudaveis, ou seja, sem nenhum quadro de doencas psiquiatricas,
amenorreia e parestesco com o grupo de pacientes. O objetivo foi verificar, nos
individuos recuperados do quadro clinico de AN-R, se havia reducéo da ligacao do
receptor 5-HT.a no cérebro e a possivel contribuicdo no desenvolvimento dos
disturbios do apetite e a AN. Todos foram submetidos, nos 10 primeiros dias da fase
folicular, a ressonancia magnética e, depois, a tomografia computadorizada. Os
dados confirmaram que havia manutengéo da alteracado da funcao neuronal de 5-HT
no cérebro apds a recuperacao da AN. Uma possivel explicagdo para esses achados
€ que a reducao da ligacdo do receptor do 5-HT.a € uma resposta compensatéria
para o aumento do nivel extracelular de 5-HT. Ao verificar os valores de indice de
massa corporal (IMC) e a classificagdo do estado nutricional da amostra, observou-
se que todos apresentavam variagdes normais de peso, apesar de as mulheres que
apresentaram o diagnoéstico de AN-R terem valores de IMC menores em
comparagado com o grupo controle. Notaram, também, que nenhum estudo anterior
demonstrou relacdo de IMC e a ligagdo ao receptor 5-HToa no cérebro. Em
concluséo, esse estudo corrobora os achados anteriores de alterada transmisséo de
5-HT neuronal, apés a recuperacao da AN. Estudar as mulheres, apos longo periodo
de recuperagao, pode ser a melhor maneira de identificar fatores que possam estar
envolvidos no desenvolvimento de AN. Reforcando esses achados, observa-se que,
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apds a recuperacao da doencga, alguns sintomas permanecem, inclusive a reducao
da ligagédo ao receptor 5-HT2a na AN, podendo ser uma indicagdo de caracteristica
relacionada a alteracao de 5-HT (FRANK et al., 2002).

Alteracdes na atividade da 5-HT estéo envolvidas também no distarbio do
humor e no controle dos impulsos (HIGLEY; LINNOILA, 1997; KAYE, 1997; LUCKI,
1998; MANN, 1999). Steiger (2004) evidencia que essas alteragdes na atividade da
5-HT levam a expectativa de que a AN, na sua forma restritiva, deve coincidir com o
aumento do nivel de 5-HT, enquanto os quadros caracterizados por compulsao
alimentar (como anorexia nervosa do subtipo bulimico — AN-B ou BN) devem
corresponder a atividade reduzida desse neurotransmissor.

Kaye et al. (1984), no entanto, documentaram que a secrec¢ao do 5-HIAA
(acido 5-hidroxindolacético) no fluido cérebro-espinhal na AN-B é mais baixa do que
no subtipo restritivo, ou seja, constatou-se que a associagdo da sintomatologia
bulimica mostrou esperada reducao do nivel de 5-HT.

Esse mesmo grupo de pesquisadores notou também que pacientes
totalmente recuperados da AN, submetidos a tomografia computadorizada,
apresentaram elevada secrecdo do acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA) no fluido
cérebro-espinhal e elevada ligacao com o receptor 5-HT1a. Esses achados sugerem
que, no inicio do quadro de AN, deve haver aumento do nivel de 5-HT, que é
mascarado durante o curso da doenca devido a consequente desnutricdo, que leva
a reducado da atividade de 5-HT. Os autores concluiram que, durante o
desenvolvimento da doenca, ha distorcdo da presenca de tragos
hiperserotoninérgicos na fisiopatologia da AN (KAYE; FRANK, 2002; KAYE et al.,
1991). J& em pacientes com BN, ha reducao do acido 5-hidroxindolacético (5-HIAA)
no fluido cérebro-espinhal, principlamente quando ocorrem episédios de compulséao
alimentar (JIMERSON et al., 1992).

Reforcando esses achados, em individuos com desnutricdo que sofrem
de AN, ha reducao do principal metabdlito da 5-HT, o acido-5-hidroxi (5-HIAA) no
liquido cefalorraquidiano (CSF), que permanecem elevados em individuos que se
recuperaram da AN. E importante notar que o sistema de 5-HT envolve 14 ou mais
receptores e interage com muitos outros neurotransmissores € moléculas. Apenas
alguns desses componentes podem atualmente ser medidos in vivo em seres
humanos. Mesmo assim, estudos de imagem da atividade funcional de 5-HT sao

uteis, embora a complexidade dos ciclos de 5-HT ndo possa ser totalmente
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elucidada em humanos. Estudos de tais imagens podem caracterizar diferencas de
potencial de doenca e tragos entre individuos com AN e grupo controle, e serem
apresentados para relacionar o modelo de atividade de 5-HT ao comportamento,
fornecendo novas estratégias mais eficazes como alvos de tratamento (KAYE;
FUDGE; PAULUS, 2009).

Estudos de imagem do cérebro mostram que individuos que estdo em
tratamento de algum TA e individuos que ja apresentaram a doenga comparados
com individuos saudaveis, tém significativo aumento na ligacéo de receptores poés-
singpticos 5-HTya e diminuicdo na ligacdo de receptores pds-sinapticos 5-HTza
(AUDENAERT et al., 2003; BAILER et al., 2005; FRANK et al., 2002; TIIHONEN et
al., 2004).

Comportamentos observados apds a recuperacao da AN e BN, como
obsessao com a imagem corporal e perfeccionismo, geralmente ndo aparecem no
comportamento de pessoas com baixos niveis de 5-HIAA. Esses dados suportam a
hipétese de que o aumento da concentragcdo de 5-HIAA no CSF pode estar
associado a exagerada preocupacao com consequéncias negativas (exemplo: evitar
danos), ao passo que a auséncia de tais preocupacdes pode explicar impulsos e
atos agressivos que estdo associadas ao baixo nivel dessa substancia (KAYE et al.,
2000).

Numero consideravel de estudos em animais e humanos sugere que a
alteracdo da atividade da 5-HT no sistema nervoso central pode contribuir para
alteracbes do comportamento e do apetite, encontradas em pacientes com
diagnéstico de AN. Por exemplo, 0 aumento intrassinaptico da 5-HT, ou agao direta
dos receptores de 5-HT, tende a reduzir o consumo alimentar (BLUNDELL, 1984;
LEIBOWITZ; SHOR-POSNER, 1986).

Em estudo realizado por Kaye, Gendall e Strober (1998), foram
investigadas 30 mulheres que haviam se recuperado plenamente da BN por mais de
um ano, sem atitudes purgativas, com o peso normal e o ciclo menstrual regular,
além de um grupo controle com 31 mulheres saudaveis. Foi mensurado o nivel do 5-
HIAA no fluido cérebro-espinhal, observando-se anormal elevagéo desse fluido, ou
seja, aumento no metabolismo da 5-HT no grupo de ex-bulimicas em comparacao
com o grupo de mulheres saudaveis. O persistente aumento do nivel da 5-HT e
anormalidade no comportamento em pacientes apds a recuperacao da BN traz a
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possibilidade de que essas alteragdes comportamentais podem ser um traco
relacionado a doenca, contribuindo para a potogénese da BN.

Curiosamente, estudos de Cowen et al. (1996) demonstraram que a dieta
esta associada a alteragdes significativas na atividade pré-sinaptica de 5-HT, mais
em mulheres do que em homens. Esse achado ndo apenas associa a dieta ao
metabolismo da 5-HT como, também, pode ser uma das causas para 0
desenvolvimento de TA. Também, sugere que a prevaléncia desproporcional de
desreguladores endécrinos em individuos do sexo feminino pode ser parcialmente
atribuida ao género ligado a sensibilidade serotoninérgica.

A influéncia da desnutricdo ou da pratica de dietas restritivas é conhecida
por promover reducao na disponibilidade de triptofano. Dessa forma, a caracteristica
nutricional da dieta pode resultar em reducdo da sintese de 5-HT no cérebro
(GOODWIN et al.,, 1987). Estudos em animais mostraram que dieta alimentar
restritiva, a longo prazo, reduz a atividade central de recaptacédo do transportador da
5-HT (HUETHER et al., 1997).

Kaye e Weltzin (1991) argumentaram que a compulsao alimentar também
pode afetar o equilibrio de 5-HT, pois a excessiva ingesta de carboidratos, durante
episddios de compulsédo alimentar pode aumentar a disponibilidade de triptofano no
cérebro, acelerando a liberagcédo cerebral de 5-HT e, finalmente, mobilizando a baixa
regulacao compensatoria de receptores pés-sinapticos de 5-HT.

Por outro lado, resultados obtidos em amostras de individuos que nao
apresentaram desregularidades enddcrinas também apresentaram baixos niveis de
ansiedade ou de compulsdo com o aumento do nivel de 5-HT (SWEDO et al., 1992).

Estudo experimental, realizado em ratos, com a finalidade de identificar a
5-HT e os receptores de dopamina, demonstrou que ha padrdo uniforme da
distribuicdo desses dentro de cada l6bulo da glandula pituitaria. Os resultados
forneceram a primeira identificacdo de receptores de 5-HT na glandula pituitaria e
confirmaram a distribuicao heterogénea de receptores de dopamina no interior dessa
glandula em ratos. Esses dados forneceram evidéncias adicionais para a
importdncia da dopamina na regulacdo da funcdo pituitaria, sugerindo papel
fisiolégico para a 5-HT na regulagcédo da secrecdao hormonal pituitaria. Além disso, os
ratos que estavam sob estresse prolongado, apresentaram alteracdes nas taxas da
sintese de 5-HT e sensibilidade decorrente de varios receptores de 5-HT (SOUZA,
1986).
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Steiger et al. (2001) exploraram as implicacdes de traumas da infancia
(abuso fisico e sexual graves) para atividade da serotonina em mulheres com e sem
BN. Os resultados desse estudo, associados a "ser bulimica" ou "ter sido abusada",
foram consistentes com a ideia de que o abuso infantil pode estar associado a um
estado hiposserotoninérgico, também visto em muitas mulheres com BN. Assim
sendo, é possivel que o abuso infantil contribua para a sensibilidade constante do
sistema de 5-HT e, se assim for, tais efeitos podem aumentar a suscetibilidade, em
individuos sensibilizados, a uma desregulagdo serotoninérgica, como o0
comportamento alimentar ou outros fatores, como estresse ou quadro depressivo,
que podem influenciar nesse sistema (STEIGER, 2004).

Aubert et al. (2000) estudaram o receptor do polimorfismo do gene do 5-
HT (5- HT2a; 1438G/A), mostrando que esse polimorfismo pode influenciar na
ingestao de alimentos e de alcool em uma populacédo adulta com sobrepeso, pois o0
alelo A estava associado a reducao significativa de energia e de alcool, com
tendéncia a menor ingestao de proteinas, gorduras e carboidratos.

Steiger (2004) em sistematico trabalho de revisdao da literatura, salientou,
que na melhor das hipéteses, os métodos e achados disponiveis de 5-HT prestam-
se a interpretacdbes ambiguas dos resultados que refletem as diferencas
relacionadas com a mensuracgao, fases da doenca, as regides cerebrais e outros
fatores. No entanto, em geral, parece que as evidéncias resumem-se em: AN e BN
resultam em alteragdes gerais na funcdo cerebral de 5-HT e ha evidéncias de
desregulacao serotoninérgica sem alguma tendéncia Unica, ou seja, para reducao ou
elevacao da 5-HT, na qual é emergente em qualquer desordem. Ainda, o autor
concluiu que em pacientes com AN-R, hd demonstracdo de propensado para o
aumento do nivel serotoninérgico da 5-HT.

3.2.2 O gene do fator neurotréfico derivado do cérebro (Brain-Dereved Neurotrophic
Factor — BDNF)

Segundo Leibrock et al. (1989), o BDNF é uma proteina pertencente a
familia da neurotrofina que estd envolvido nos neurbnios de diferenciagao,
proliferacdo e sobrevivéncia do sistema nervoso. E conhecido ndo sé por promover o

crescimento neuronal e a conecc¢ao sinaptica na diferenciacao e reparacao neuronal,
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mas, também, por modular o comportamento alimentar (LEWIN; BARDE, 1996;
LINDSAY et al., 1994; SNIDER; JOHNSON, 1989; THOENEN, 1995).

Nos ultimos anos, houve grande interesse pelas fungbes do gene do
BDNF exercidas no cérebro e que estdo envolvidas com o comportamento, a
homeostase energética e o controle de peso. Além disso, o BDNF fornece suporte
trofico para liberacdo de noradrenérgicos, neurbnios dopaminérgicos e
serotoninérgicos, entre outros, cujos neurotransmissores sao alterados em muitas
doencas mentais (TAPIA-ARANCIBIA et al., 2004).

Ha estudos sugerindo que as neurotrofinas estdo envolvidas em doencgas
mentais, devido a alteracao sinaptica em que o gene do BDNF desempenha papel
fundamental (BERSANI et al., 2000; LANG; JOCKERS-SCHERUBL; HELLWEG,
2004). Essa alteragao sinaptica possivelmente acontece devido ao polimorfismo
Val66Met (196G/A) do gene do BDNF (MIM 113505), o qual altera a regulacéo
adequada da secrecao do gene do BDNF (CHEN et al., 2004; EGAN et al., 2003).

Varios estudos experimentais demonstraram que o efeito do BDNF e do
seu receptor tirosina-quinase sao expressos em varios nucleos hipotalamicos
relacionados a regulacdo da ingestdo alimentar e, tanto a administracdo central
quanto a administracao periférica do BDNF, proporcionam a diminuicao da ingestao
alimentar e o0 aumento do gasto energético, o qual melhora o quadro hiperinsulinico
e hiperglicémico em ratos diabéticos (KERNIE; LIEBL; PARADA, 2000; NAGAKAWA
et al., 2000; NONOMURA et al., 2001; TSUCHIDA et al., 2001).

Em outro estudo com ratos heterozigéticos, um grupo de animais
apresentava um alelo funcional do gene do BDNF e um outro grupo, o gene do
BDNF, foi suprimido dos neurdnios cerebrais excitatérios. Demonstrou-se que, nesse
segundo grupo, os ratos exibiram ingestao macica de alimentos que se aproximava
do comportamento alimentar compulsivo em humanos, levando a significativo ganho
de peso corporal até se tornarem ratos obesos. Coletivamente, esses resultados
sugerem que a sinalizacao presente nas regides do sistema nervoso central do gene
do BDNF, sob a influéncia de seu receptor da tirosina-quinase (TrKB) e expressos
no hipotalamo, regulam a atividade da saciedade. Acredita-se que ela esta
provavelmente envolvida na regulacdo da homeostase energética, demonstrando
alteracées em sua funcao ou padrao de expressao. Sendo assim, seria um fator de
maior predisposicdo ao desenvolvimento de TA, especialmente envolvendo a
compulsao alimentar (KERNIE; LIEBL; PARADA, 2000).
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Ha evidéncias substanciais de que os fatores genéticos contribuem para a
vulnerabilidade biolégica para os TAs. Portanto, variantes funcionais do gene do
BDNF poderiam desempenhar papel na suscetibilidade genética para BN ou podem
predispor individuos afetados para alguns aspectos fenotipicos dos disturbios
alimentares (GRICE, 2004).

O polimorfismo de nucleotideo simples ou Single Nucleotide
Polymorphism (SNP) do gene do BDNF foi primeiro descrito por Egan et al. (2003),
demonstrando que uma valina (G196) foi substituida por uma metionina (A196) na
regidao 5' da proteina do gene humano do BDNF, na posicédo 66. Essa mudanca afeta
o trafico intracelular e a atividade dependente da secrecdo do gene do BDNF. Esse
SNP (banco de dados rs6265) esta localizado no cromossomo 11p13-11p14, que
codifica o peptideo precursor (ProBDNF) do gene do BDNF (HANSON;
SEAWRIGHT; VAN HEYNINGEN, 1992).

Monteleone et al. (2006) realizaram primoroso estudo com o0 gene do
BDNF, cujo objetivo foi explorar as frequéncias do SNP 196G/A do gene do BDNF
em mulheres com BN e controles saudaveis para investigar se o0 SNP 196G/A do
gene BDNF estava associado a caracteristicas fenotipicas da BN e transtorno da
compulsao alimentar periddica (TCAP). Eles observaram que esse SNP demonstrou-
se significativamente associado ao comportamento de compulsdo alimentar em
individuos diagnosticados com esses quadros, ou seja, pacientes com o genétipo AA
exibiram frequéncia semanal de compulsdo alimentar significativamente mais
elevada em comparacdo com os grupos de gendtipos diferentes. No entanto,
sugere-se que o SNP 196G/A do gene nao parece representar fator de maior
vulnerabilidade para BN, mas pode predispor a compulsao alimentar mais intensa no
comportamento alimentar.

Estudos experimentais realizados em ratos sugerem que a hiperfagia
pode afetar a relacdo entre o nivel de BDNF e a regulacao da ingestao alimentar por
agir como um fator anorexigeno. Estudos genéticos em seres humanos
demonstraram que as mutagdes nos genes do BDNF, ou de seu receptor (TrkB),
podem ser responsaveis por certas formas de obesidade ou outras formas de
distarbios alimentares. Uma vez que os niveis circulantes de BDNF se correlacionam
ao TA em seres humanos e os tratamentos periféricos com BDNF reduzem a
hiperfagia e a hiperglicemia em roedores diabéticos e obesos, um papel enddcrino
do BDNF parece possivel e requer investigacdo mais aprofundada. A acao central
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anorexigeno do BDNF também foi documentada, com foco primario sobre o
hipotalamo e destaque mais recente sobre o tronco cerebral integrador da
homeostase energética, o complexo vagal dorsal. Acredita-se que essas evidéncias
experimentais apontam o BDNF como um componente de sinalizacdo de regulacéao
da ingestdo de alimentos, com énfase especial sobre a localizacdo da acéo central
anorexigeno do BDNF (BARIOHAY et al., 2005; LEBRUN et al., 2006).

Arija et al. (2010) realizaram estudo com pré-adolescentes com amostra
inicial de 1.336 criancas caucasianas (idade média=11,37 anos), havendo um grupo
de risco para TA (n=141) e um grupo controle (n=117), os quais foram selecionados
pelo teste infantil de atitudes alimentares. Dois anos mais tarde, eles foram
reclassificados em grupo de risco para TA (n=41) e controle grupo (n=159), usando o
teste de atitudes alimentares (EAT). O diagnéstico de individuos com risco para o
desenvolvimento de TA foi confirmado por meio de uma entrevista diagnostica para
criancas e adolescentes. Também foram coletados dados de IMC, consumo de
energia e o SNP Val66Met (196G/A) do gene BDNF, em todos os grupos. Os
objetivos foram determinar a relagao entre a frequéncia do SNP Val66Met (196G/A)
do gene do BDNF e o risco para o desenvolvimento de TA, estabelecer a associacao
entre alteracbes genéticas e o risco para o desenvolvimento dessas doencas,
observar os efeitos das alteragdes genéticas no IMC e avaliar a ingestao calérica e a
evolucao do risco para o desenvolvimento de TA. Eles verificaram que alta
porcentagem da populacao geral apresentava o SNP Val66Met (196G/A) do gene do
BDNF (33,7%), mas nao houve nenhuma relagao direta entre a presenca desse SNP
e o risco do desenvolvimento de TA. Observou-se a presenga do SNP em individuos
com maior restricdo de ingestdo de energia (507Kcal/dia). Nenhuma relacdo direta
foi encontrada entre o IMC e a presenca do SNP. Os autores sugerem outros
estudos com maiores amostras, monitoramento, a longo prazo, e a presenca de
quadros clinicos de TA para compreender melhor esse fendmenos.

Estudos realizados sobre a fisiologia em modelos animais tém
demonstrado que o BDNF induz a supressao do apetite e promove a reducao do
peso corporal, por um mecanismo central, que pode envolver o sistema
neurotransmissor serotoninérgico. Esse mecanismo fortalece a hip6tese de que
alteragbes nesse sistema neurotrofico e o efeito de mediadores centrais podem
determinar alteracées no comportamento alimentar predispondo o desenvolvimento
de AN e BN (PELLEYMOUNTER; CULLEN; WELLMAN, 1995; RIOS et al., 2001).
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Varias linhas de evidéncia indicam o papel dessa neurotrofina (BDNF) no
comportamento alimentar e sugerem que alteracdées na sua funcéo, ou padrdo de
expressdo poderiam ser consideradas fatores de suscetibilidade para o
desenvolvimento de TA. Portanto, a caracterizacdo do gene BDNF humano podera
auxiliar nessa hipétese (NAKAYAMA et al., 1994; OHARA et al., 1992).

Ribasés et al. (2004), com o objetivo de ampliar essa investigacao,
realizaram grande estudo caso-controle com 1.142 pacientes caucasianos com TA,
onde avaliaram seis grupos independentes em cinco paises europeus (Franca,
Alemanha, Itdlia, Espanha e Reino Unido), participantes de um projeto que
pesquisava “Alimentacdo Saudavel". Eles analisaram a variante Val66Met e outro
SNP, localizado na regido promotora do gene BDNF (-270 C—T), em pacientes
diagnosticadas com AN-R, AN-B (compulsivo/purgativo) e BN, além de alguns
fenétipos relacionados aos TAs, tais como IMC e a época de inicio da perda de peso
corporal. A andlise revelou que, devido a variabilidade interpopulacional, houve
significativo resultado estatistico no alelo Met66 asociado aos quadros alimentares.
Quando foram analisados os resultados por centros, também encontrou-se
associacao positiva entre 0 gene do BDNF e TA. Esses dados forneceram forte
evidéncia da associacao entre pacientes diagnosticadas com AN e BN e o gene
BDNF.

Maisonpierre et al. (1991), como estudo referéncia, detectaram um SNP
do gene do BDNF da variante Val66Met, o0 196G/A, codificado no éxon desse gene,
aparecendo em 44% dos pacientes com TA. Ainda nesses achados, observaram
significativa associagao entre o alelo Met66 da variante Val66Met do gene do BDNF
em casos de AN-R e baixo IMC, ou seja, em quadros de desnutricdo. Entretanto, o
principal resultado desse estudo foi a forte associagdo entre AN-R e baixo IMC com
o alelo de risco do gene do BDNF.

Ribasés et al. (2003), realizaram analise por reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) em 95 pacientes espanholas com TA, com a finalidade de
identificar variagbes na sequéncia desse gene, o BDNF. Por meio do
sequenciamento dos produtos de PCR, observaram alteracées importantes onde
quatro variacdes de nucleotideos foram identificadas. Uma delas apresentou um
SNP que foi detectado por Kunugi et al., em 2001, que consiste em uma transicao
do C—T no éxon 2, localizado com 270pb na regido codificada do BDNF. Esse SNP

apareceu em 8% dos pacientes com TA.
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Esses resultados suportam a hipdtese inicial sobre a contribuicdo do
BDNF nas alteragcées do comportamento alimentar e na regulacao do peso corporal.
Ainda, sugerem que a variante Met66 do gene do BDNF pode estar envolvida na
suscetibilidade dos quadros de TA e que a sua participacao é altamente significativa
na AN-R e em individuos com baixo IMC. No entanto, maiores estudos em outras
populacdes e familias sdo necessarios para evitar estratificacées populacionais que
levem a associacoes de resultados falso-positivos (MAISONPIERRE et al., 1991).

3.2.3 O gene do receptor B do estrogénio (ERp)

O estrogénio € conhecido por regular a diferenciacdo do crescimento
celular, de tecidos reprodutores e em nao reprodutores. Os efeitos do estrogénio sdo
mediados por receptores de estrogénio (ERS), sendo que dois diferentes subtipos
foram identificados, nomeados como receptores do estrogénio alfa (ERSa) e
receptores do estrogénio beta (ERSP) (GREEN et al., 1986; GREENE et al., 1986;
KUIPER et al., 1996). Segundo Herynk e Fuqua (2004), o estrogénio também esta
envolvido na regulagdo do desenvolvimento, crescimento e funcdo de diversos
sistemas, sendo alguns deles os 6rgaos reprodutivos humanos, glandulas mamarias,
sistemas esquelético e nervoso. As alteracdes estrogénicas podem estar associadas
a varios tipos de doencgas, como as de mama, do endométrio, mama e ovario,
osteoporose, disturbios alimentares e depresséo.

Embora os ERs estejam presentes em diferentes tecidos, individualmente
h& importante diferenca na funcdo desses dois subtipos. O ERa esta presente
predominantemente nos classicos tecidos-alvo dos estrogénios, tais como glandulas
mamarias e do endométrio. Em contrapartida, o ERP esta principalmente presente
em tecidos que foram identificados recentemente como alvos, sendo eles, célon,
prostata e tecidos epiteliais (CAMPBELL-THOMPSON; LYNCH; BHARDWAJ, 2001).

O envolvimento da via estrogénica na AN vem sendo sustentado por
varias vertentes. Uma delas é a do predomino do sexo feminino, resultando numa
proporcado de 9 mulheres para cada 1 a 3 homens (HUDSON et al., 2007; RAMOZ;
VERSINI; GORWOOQOD, 2007). Outra hipétese é a de que o inicio da puberdade esta
correlacionado com a presenca de picos de estrogénio. Uma outra possibilidade,
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porém pouco investigada, mas que estd em destaque em alguns estudos atuais, é a
de que os horménios sexuais exercem papel de risco no desenvolvimento de TA
(BAKER et al., 2009; CULBERT et al., 2008).

Em recente estudo, realizado por Versini et al. (2010), com o objetivo de
identificar possivel associacao entre o receptor de estrogénio na AN, houve reducéo
do nivel de estradiol de forma mais importante no subtipo restritivo do que no subtipo
purgativo. Os autores concluiram que ha evidéncias de variacbes comuns do gene
do receptor de estrogénio | (ESRI) associadas aos TAs, mais especificamente na
AN-R, mostrando o possivel envolvimento na via hormonal estrogénica.

Em pesquisa experimental, realizada por Laflamme et al. (1998),
observou-se, em ratos, que o ERP esta presente em muitas areas do sistema
nervoso central, por exemplo, no hipotdlamo, area do cérebro conhecida por estar
envolvida na regulacédo do apetite e da saciedade, sendo que tanto o ERa quanto o
ERP estédo presentes nessa area. Mais tarde, Liang et al. (2002), também utilizando
ratos, detectaram que o ERP estava envolvido na regulacao da agdo anorexigena do
cérebro.

A partir desses achados, as pesquisas foram estimuladas a buscar a
influéncia genética desse receptor associado aos TAs. Nesse caminho, Rosenkraz et
al. (1998), em estudo sistematico de mutacao génica do ERp, identificaram cinco
diferentes variacoes genéticas. Apenas duas dessas variacbes apresentaram
frequéncia alélica de mais de 1% para o alelo menos comum. Os SNPs 1082 G—A e
1730 A—G nao apresentaram associacao com os feno6tipos em estudo. Esses SNPs
foram posteriormente analisados para verificar a associacdo entre disfuncdes
ovulatérias e ERP, incluindo a sindrome do ovario policistico, podendo estar
associados as alteragcdes ovulatérias em pacientes com doencas de causas
desconhecidas.

Estudo realizado por Nilsson et al. (2004), cujo objetivo foi descrever a
associacao entre o gene do SNP ERB em pacientes com BN, observou que esses
pacientes e individuos com transtorno alimentar nao especificado (TANE) nao
mostraram associacdo com o gene do SNP ERp. Ja a irregularidade menstrual esta
dependentemente associada a esses SNPs. Portanto, as observagdes clinicas nao
mostram distincdo do alelo de risco para a doenca entre mulheres bulimicas em

comparagado aquelas que nao apresentaram a doenga. Curiosamente, o ERp esta
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localizado no cromossomo 14 numa regiao recentemente identificada para atender
a um critério de possivel ligacao génica com a BN.

Ha hipétese de que a reducado da funcdo do ERpB pode contribuir para a
doenca, baseando-se no papel potencial do horménio sexual feminino, sinalizando
para o desenvolvimento da compulsdo alimentar juntamente com o fato de que
mulheres com bulimia frequentemente apresentam irregularidades menstruais
(NILSSON et al., 2004).

Diante desses estudos, os importantes achados adivindos dos mesmos
podem abrir novas abordagens terapéuticas para esses transtornos do
comportamento alimentar (BAKER et al., 2009; CULBERT et al., 2008).

3.3 Contribuicoes da genética para os estudos nos TAs

A maior e mais importante contribuicdo para os estudos genéticos foi a
implementacdo do sequenciamento de DNA em larga escala, a qual permitiu a
realizacdo de um dos feitos cientificos mais importantes da humanidade: o
sequenciamento do genoma humano. Esse procedimento representa um passo
essencial no entendimento da biologia humana e no planejamento racional de
pesquisas biomédicas. A finalizacdo do sequenciamento do material genético
entusiasmou as buscas de novas abordagens para se determinar o risco associado
a uma determinada doenca e, também, o desenvolvimento de terapias
individualizadas. A informacado genética deve ser usada como mapeamento, a partir
do qual oferece possibilidade para compreender a base das doencas e da variacao
genética pela andlise da complexidade e do comportamento das regides
reguladoras, genes e proteinas, funcdes génicas e sistemas celulares. E crucial
associar as informacbes genéticas com dados clinicos, étnicos e informacdes
ambientais, a fim de se obter visdo ampla da doenca. Com a informacao genética
disponivel, pode-se, por exemplo, criar bancos de dados de variagcdes genéticas,
buscando terapia personalizada baseada no perfil genético dos pacientes (OJOPI et
al., 2004).

Segundo Lander e Weinberg (2000), a identificacdo do DNA entre duas
pessoas pode revelar muitas semelhancas. Embora o0s genomas sejam
aproximadamente 99,9% idénticos, ainda ha muitas diferencas entre os milhares de
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pares de bases de nucleotideos que compdéem o genoma (estima-se 3,2 bilhdes de
pares de bases no genoma humano). Isso é valido para qualquer etnia e aniquila o
conceito de raca.

Devido a esse fato, ha a suscetibilidade para determinadas doencas e as
diferentes respostas a medicamentos para cada individuo. Essas variagdes, no
entanto, podem aparecer como substituicdes de um unico nucleotideo, os SNPs. A
alta frequéncia de variacdes, na maioria dos genes humanos ou de todos eles, é que
provavelmente constitui a base da predisposicao genética a doencas. A combinacao
dos SNPs é que formam os gendtipos, 0s quais sdo Unicos para cada individuo, e
essa mesma combinagdo genética nunca mais se repete (OJOPI et al., 2004).

Segundo o International SNP Map Working Group (2001), a maioria (90%)
de todas as variacbes sdo SNPs; sendo assim, mais de 1,42 milhdes de SNPs ja
foram identificados e esse numero tende a aumentar cada vez mais, possibilitando
novas estratégias de pesquisas e possiveis tratamentos.

Um elemento-chave no quebra-cabeca das doencas genéticas € a
compreensdao da variacdo genética no genoma. O lado favoravel dos SNPs,
especialmente nas doencgas neuropsiquiatricas, consiste no seu baixo custo e
relativa facilidade de estudo. Cada célula nucleada do corpo possui 0 mesmo
conteudo de DNA. Esse DNA é estavel, independentemente da idade, uso de
drogas, presenca ou auséncia de crises. No entanto, a simples coleta de um
pequeno volume de sangue ou esfregaco bucal ja permite a avaliagao de centenas
de SNPs (OJOPI et al., 2004).

Para Cardon e Bell (2001), os estudos de associacdo sédo vulneraveis a
estratificacdo da populacdo que resulta em etnia (e potencialmente diferencas
genéticas) entre grupos de pacientes e grupos-controle, ou seja, entre aqueles que
apresentam a doenca e aqueles que sdo saudaveis para tal (KLUMP; GOBROGGE,
2005).

Apesar de bastante promissora e estimulante, a pesquisa genética de TAs
no Brasil enfrenta muitos desafios. O primeiro refere-se ao elevado custo para esse
tipo de pesquisa e pelo tempo de trabalho, que nédo deixa de ser um processo
demorado. Exige, também, a cooperacdo de varios centros especializados em
atendimento de TA para garantir amostras significativas. Nos ultimos 15 anos, o
conceito sobre a etiologia dos TAs passou por grande revolucdo. O campo € agora
compelido a integrar o conhecimento do papel da genética juntamente com fatores
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sociais, psicolégicos e familiares para compreender o risco desses transtornos. E
também significativo que, até agora, a pesquisa genética dos TAs é avancada em
grandes centros internacionais como os da Europa e América do Norte.

O desenvolvimento de projetos de pesquisa genética em paises em
desenvolvimento é essencial e integrard uma nova perspectiva na etiologia biolégica
dos TAs. Os esforcos de colaboracdo sdao de extrema importdncia, como
financiamentos realizados por instituicdes governamentais ou privadas, e
coordenadores capacitados para tal. No entanto, varios fatores precisam ser levados
em consideragao, desde a colaboracao de profissionais ou académicos treinados e
que tém experiéncia na assisténcia dos TAs, a fim de avaliar as atitudes alimentares
e 0 comportamento desses pacientes, até a elaboragdo de sites com importante
namero de registros de pessoas que sado grupo de risco ou que apresentam o
diagnoéstico de TA. Esses precedimentos sdo essenciais e facilitardo o contato
desses individuos de outros centros que estdo ou ja foram tratados com esses
transtornos e que possivelmente contribuirdo para a evolugédo de estudos cientificos
(PINHEIRO et al., 2006).
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4 OBJETIVOS

4.1 Geral

Identificar a presenca de SNPs de genes candidatos nos TAs e em jovens

saudaveis do sexo feminino.

4.2 Especificos

1) Avaliar e comparar o estado nutricional das participantes do estudo;

2) Determinar e comparar a frequéncia de SNPs dos seguintes genes: 0 5
hidroxitriptamina (5-HT.a) - 1438G/A; o receptor beta do estrogénio —
1082 G/A (éxon 5) e 1730 A/G (éxon 8) e o fator neurotrofico derivado do
cérebro (BDNF) - 196 G/A, entre os sujeitos;

3) Investigar a associacao entre os SNPs genéticos e a presencga de TA.
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5 METODOLOGIA

5.1 Tipo e local do estudo

Trata-se de estudo clinico, transversal e comparativo, de natureza
quantitativa, realizado junto ao Grupo de Assisténcia em Transtornos Alimentares do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto — Universidade de
Sao Paulo (GRATA-HCFMRP — USP).

O atendimento a pacientes com TA, realizado pela Divisao de Nutrologia
do Departamento de Clinica Médica, iniciou a partir de 1980, timidamente, formado
por um nutrélogo, uma nutricionista e um psiquiatra. Mais tarde, com a presenca de
um psicélogo, a equipe se expandiu juntamente com a presencga de nutricionistas e
estagiarios de nutricdo, médicos nutrélogos e residentes de nutrologia, médicos
psiquiatras e residentes de psiquiatria, psicélogos e estagiarios de psicologia, dentre
outros (SANTOS, 2006).

Até agora, mais de 200 pacientes com esses quadros foram assistidos
pela equipe do GRATA.

5.2 Sujeitos e casuistica

Foram formados dois grupos de jovens do sexo feminino, mostrados a

seqguir.

5.2.1 Grupo de pacientes e ex-pacientes portadoras de TA (GP)

Esse grupo foi formado por pacientes portadoras de AN que estavam em
tratamento no GRATA-HC-FMRP-USP, no ano 2010, e por ex-pacientes que foram
atendidas pelo servico (aquelas que perderam o seguimento e aquelas que
receberam alta). Independentemente da idade e do estado nutricional que elas

apresentaram, essa amostra foi definida por conveniéncia, ou seja, de acordo com a
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populacdo em seguimento, na época da coleta de dados e aquelas que ja tiveram

seguimento no servico e que foi possivel o contato.

5.2.2 Grupo Controle (GC)

Esse grupo foi formado por jovens consideradas saudaveis, com idade
semelhante ao GP, obedecendo aos seguintes critérios de inclusdo: a) IMC normal
para a idade; b) sem parentesco com os sujeitos do GP; ¢) auséncia de sintomas
alimentares caracteristicos dos TAs. Para esse ultimo critério, foi aplicado o Eating
Atitudes Test (EAT-26) (Anexo A), um instrumento autoaplicavel desenvolvido por
Garner e Garfinkel (1979), e validado para a populacao brasileira por Bighetti et al.
(2004). Esse questionario € um dos mais utilizados atualmente por ser um teste
psicométrico, com o objetivo de medir sintomas caracteristicos desses quadros de
maneira mais facil e rapida. Favorece, assim, o rastreamento de TA e,
consequentemente, a precocidade do diagnéstico e tratamento. O resultado do EAT-
26 é obtido pela somatéria dos pontos conferidos a cada uma das 26 questoes, tipo
Likert, tendo como ponto de corte 21 pontos. Acima desse valor, o teste é
considerado positivo e pode indicar possiveis casos de doenca.

O método snowball foi utilizado para recrutamento e selecao desse grupo,
ou seja, um grupo de mulheres jovens de mesma faixa etaria que nao apresentaram
sinais ou sintomas dessas doencas (identificados pelo EAT-26). Essa técnica de
amostragem utiliza relagdes interpessoais e conexdes entre as pessoas, tanto para
incluir quanto para excluir os individuos. Devido a utilizagdo dessa rede social e
relacdes interpessoais, essa amostragem indica formas de como o individuo age e
interage em grupos, consequentemente, o método snowball ndo sé oferece os
resultados do recrutamento de amostras como também auxilia a ampliagdo do
tamanho da amostra, ou seja, dos participantes para a investigacdo (PATTON,
1990).

O tamanho amostral desse grupo foi definido apo6s a realizagdo do estudo
piloto, que envolveu 14 jovens de cada grupo.
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5.3 Critérios de exclusao

Para os dois grupos (GP e GC), foram excluidas mulheres nas condi¢des

de gestacéao e portadoras de necessidades especiais.

5.4 Procedimentos

Primeiramente foi feito o convite para as mulheres participarem da
pesquisa e comparecerem ao Laboratério de Nutricdo do Hospital das Clinicas-
FMRP-USP para assinar o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)
(Apéncide A) e, apbs o aceite, realizar a coleta dos dados em uma data de sua
preferéncia.

Diante da aceitagdo de cada sujeito em participar da pesquisa, as
participantes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido tanto pelas
participantes com idade inferior a 18 anos e seus pais ou responsaveis quanto pelas
participantes acima de 18 anos de idade (Apéndice A).

Apds essa etapa, os sujeitos foram submetidos a avaliacdo do estado
nutricional e determinagdo dos SNPs. Esses procedimentos foram realizados no
Laboratério de Nutricado do HC-FMRP-USP, conforme mostrado a seguir.

a) Para avaliagdo do estado nutricional: foi aferido o peso (em kg), por
meio de uma balanca de plataforma digital da marca Filizola®, modelo Personal
Line, de cor preta, com peso minimo de 2,5kg e maximo de 150kg com intervalos de
0,1kg. Em seguida, a estatura dos pacientes foi aferida em um estadibmetro de
madeira com plataforma e altura maxima de 2 metros. O individuo manteve-se em
cima da balanga, sem calgcados e com roupas leves, posicionando-se no centro da
plataforma da balanca com os bracos estendidos ao longo do corpo. Para afericao
do peso, os sujeitos foram orientados a retirar objetos tais como chaves, cintos,
oculos, telefones celulares e quaisquer outros que poderiam interferir no peso total.
Para medir a estatura, o individuo permaneceu descalco, com os pés formando um
angulo de 45° e com os calcanhares encostados na barra da escala de medida,
permanecendo em pé, ereto, olhando para frente, sem fletir ou estender a cabeca e

sem adornos (chapéus, arcos, prendedores etc.). A barra horizontal foi abaixada até
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repousar no topo da cabeca. A leitura foi feita o mais préximo de 0,5cm (BRASIL,
2004).

Com esses dados, foi realizado o calculo do IMC, cuja férmula é o peso
(em kg) dividido pela altura (em metros) ao quadrado (BLACKBURN; THORNTON,
1979).

b) Para a determinacédo dos SNPs: colheu-se 10mL de sangue de todos
0s sujeitos dos dois grupos por um profissional técnico do Laboratério de Nutricao do
HC-FMRP-USP, capacitado para esse processo, € 0S sujeitos ndo necessitaram
estar em jejum para essa coleta.

Com essa amostra de sangue foi realizada, no mesmo laboratério, a
determinacao dos SNPs citados. Esses foram determinados pelo DNA extraido de
leucécitos circulantes pela PCR, seguida de digestdao por enzimas de restricao
especificas. As condigcdes da PCR foram as seguintes: uma denaturacao inicial de
94°C por trés minutos, seguidos de 35 ciclos de denaturacdo a 94°C por 15
segundos, em sequéncia de 55°C por 30 segundos, com extensao final de 10
minutos a 72°C. Os primers utilizados sdo mostrados abaixo. As amostras de DNA
foram estocadas para utilizagdo tanto nesse estudo como em estudos

subsequentes, seguindo 0s mesmos principios éticos.

5.5 Questoes éticas

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, sob protocolo n°
476/2010 (Anexo B).

Para possibilitar futuras andlises dessas amostras sanguineas, foi criado
um banco para estoque de materiais genéticos com aprovacdo do Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto —
USP (Protocolo n°® 1832/2010; Anexo C) e todos os participantes assinaram um

termo de consentimento para a guarda desse material biolégico (Apéndice B).
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5.6 Determinacao dos genotipos

* Polimorfismo do gene do receptor 5-HT2a

A genotipagem do SNP -1438G/A do gene do 5-HT.a foi realizada pela
PCR. O DNA genbmico foi extraido de leucocitos (100ng em um volume final de
10uL) e amplificado por PCR.

As condicoes de PCR foram: primeiro passo de desnaturagéo inicial a
94°C, durante trés minutos, seguido por 35 ciclos de desnaturacéo a 94°C, durante
15 segundos, de aquecimento, a 55°C durante 15 segundos, e extensdo a 72°C
durante 30 segundos, com extensao final de 10 minutos a 72°C. O produto da PCR
foi digerido a 37°C por uma noite com 5U da enzima de restricdo Mspl, descrita por
Collier et al. (1997), (New England Biolabs, Beverly, MA).

O alelo -1438G foi cortado em fragmentos com 244 pares de bases (pb) e
224 pb, enquanto que o alelo -1438A nao foi digerido.

Os primers amplificaram um produto de 468 pares de bases. Os
fragmentos foram separados em um gel de agarose a 2%. Para a leitura e
interpretacdo desses resultados, seguiu-se 0 modelo do primer que esta
representado no Quadro 1.

Quadro 1 — Modelo de primer utilizado exon do 5-HT2A

Exon Frente primers, 5’-3’ Reverso primers, 5°-3’

5 AAGCTGCAAGGTAGCAACAGC | AACCAACTTATTTCCTACCAC

Fonte: (COLLIER et al., 1997)

* Polimorfismo do gene BDNF

Os fragmentos foram amplificados a partir de amostras de DNA pela
reacado de PCR.

As condi¢des de amplificacéo inicialmente consistiram de quatro minutos
de desnaturacdao a 94C°, 35 ciclos de 30 segundos a 94C°, 30 segundos a
temperatura de anelamento de acordo com a temperatura de fusdo de cada primer e
30 segundos a 72C°, seguida por uma extensao final de 10 minutos a 74C°. Em

seqguida, trés ul do correspondente do produto de PCR foram digeridos durante a
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noite a 37C°, em um volume total de 10ul com 5U de enzima de restrigdo Nialll
(Biolabs) para Val66Met e envolvidas em gel de poliacrilamida a 10%.

O produto da PCR foi digerido com a enzima de restricao Nialll,
produzindo quatro fragmentos com 160, 59, 58 e 15pb para o alelo normal e cinco
fragmentos com 83, 77, 59, 58 e 15pb para o alelo 196G/A (Val66Met). Os primers
amplificaram um produto de 292 pares de bases. Para a leitura e interpretacao
desses resultados, seguiu-se o0 modelo do primer que esta representado no Quadro
2.

Quadro 2 — Primer utilizado para amplificacdo de cada éxon do gene do BDNF e a
sequéncia de intros

Exon Frente primers, 5’-3’ Reverso primers, 5°-3’

8 AGGTGAGAAGAGTGATGACC CTGGACGTGTACAAGTCTGC
Fonte: (RIBASES et al., 2003)

* Polimorfismo do gene ERB

Todas as amplificacbes das PCR foram amplificadas. Todos os primers
foram desenhados no intron-éxon do gene ERP (NILSSON et al., 2004).

Dois genes de SNPs do ERp foram estudados:

a) O G—A com mudanca na posicao 1082 no éxon 5, criando um local de

reconhecimento com a enzima Rsal

b) O A—~G com mudanc¢a na posi¢céo 1730 no éxon 8, criando um local de

reconhecimento com a enzima Alul.

O produto da PCR foi digerido com as enzimas de restricdo Rsal e Alul. O
SNP 1082 G/A do éxon 5 cria um ponto de digestdo para a enzima Rsal; o SNP
1730 A/G do éxon 8 cria um ponto de digestdo pela enzima Alul. Para a leitura e
interpretacdo desses resultados, seguiu-se o0 modelo dos primers que esta

representado no Quadro 3.
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Quadro 3 — Primers utilizados para amplificacdo de cada éxon do ERB

Exon Frente primers, 5’-3’ Reverso primers, 5°-3’

5 GTTGCGCAGCTTAACTTCAAAGTTTTCTTC | GAAGGAGCTGATGATGCTCTGATC

8 GGTTTAGGGGTGGGGTAGACTG CCAAGCCTGCCATCACCAAATGAG

Fonte: (NILSSON et al., 2004)

5.7 Analise de dados

5.7.1 Avaliagéo do estado nutricional

O estado nutricional dos sujeitos do GP e GC foram avaliados pelo IMC,
considerando-se a classificacao preconizada pela World Health Organization (WHO,
1998), descrita abaixo.

Quadro 4 — Classificagdo do estado nutricional, segundo o indice
de massa corporal

Estado nutricional *IMC (Kg/m®)
Desnutricdo grave < 16,0
Desnutricado moderada
Desnutricdo leve 16,0-16,9

17,0-18,4
Eutrofia 18,5-24,9
Sobrepeso 25,0-29,9
Obesidade leve 30,0 -34,9
Obesidade moderada
Obesidade grave 35,0 -39,9
> 40,0

*IMC — indice de massa corporal
Fonte: Modificado de WHO (1998)

A classificacado do estado nutricional de pacientes adolescentes, entre 10
e 20 anos, seguiu a estratificacao, segundo percentis obtidos por meio de curva de
IMC para idade e preconizado pela Organizacao Mundial da Saude (BRASIL, 2009).
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Quadro 5 — Classificacao de estado nutricional para adolescentes, segundo percentis

Valores criticos Classificacao
< percentil 3 Baixo IMC para idade
= percentil 3 e < percentil 85 Eutrofia
= percentil 85 e < percentil 97 Sobrepeso
> percentil 97 Obesidade

5.7.2 Presenca de SNPs

Os SNPs dos genes candidatos foram analisados de maneira descritiva,
de acordo com a frequéncia com que apareceram nas amostras coletadas.

Figura 1 — Eletroforese dos genes: codificador do receptor da 5-
hidroxitriptamina ou serotonina (5-HT2A); do fator neurotréfico
derivado do cérebro (BDNF) e do receptor beta do estrogénio
(ERB), situados no éxon 5 e éxon 8

ERp ER[}Exon 8

5HT., BDNF
Exon5

Fonte: autoria prépria

5.7.3 Anélise estatistica

Um banco de dados foi elaborado utilizando-se a técnica da dupla
digitagdo para minimizar erros na transcricdo. O software utilizado foi o Statistical
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Package for Social Sciences (SPSS), software SPSS, versdo 20.0. Em relagédo as
variaveis continuas (IMC e idade), foi usado o teste ANOVA e, para a variavel
dicotdmica (presenca ou nao de polimorfismo), o teste qui-quadrado e regressao
logistica binaria (INTERNATIONAL BUSINESS MACHINES (IBM), 2011).

A normalidade da distribuicdo das variaveis foi testada por meio do teste
nao paramétrico de Kolmogorov-Smirnov (SHESKIN, 2004; SHIBASAKI; SIEGEL,
1975).

O nivel de significancia considerado foi de a=0,05 e o poder dos testes
igual a 80%.

A andlise dos genes foi realizada pelo teste de Genepop (on line).

Para averiguar se a populacao estudada apresentava-se em equilibrio, foi
aplicado o teste de equilibrio de Hardy-Weinberg (STRACHAN; READ, 1999).

Os métodos para ajustar comparagdes multiplas foram evitados, um
exemplo disso € a correcdo de Bonferroni, pois esse método assume independéncia
estatistica entre as comparacdes e tende a ser demasiadamente conservador,
impedindo resultados exploratérios que sao biologicamente plausiveis (PERNEGER,
1998).
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RESULTADOS
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6 RESULTADOS

Para avaliar os procedimentos da andlise dos genes polimorficos, foi
realizado um estudo piloto com 14 participantes, sendo que nove delas eram
pacientes em tratamento no GRATA e cinco ja haviam recebido atendimento (ex-
pacientes). Todas apresentaram ou apresentam diagndstico clinico de TA. Um grupo
controle (GC) foi formado com 14 participantes saudaveis, segundo os critérios de
inclusdo adotados para esse estudo. ApoOs realizacdo e confirmacdo dos
procedimentos para as anadlises, esses resultados parciais foram incluidos nos
resultados totais do estudo.

A Tabela 1 mostra os valores de idade, do IMC, do EAT-26 e o
diagnéstico clinico dos sujeitos dos grupos de pacientes (GP) e controle (GC). As
médias de idade para o GP foram de 26,37+7,00 anos e no GC, 28,65+6,67 anos
(p=0,274); o IMC no GP foi de 20,83+4,47kg/m? e no GC, 21,56+1,67kg/m?
(p=0,294). O questionario EAT-26 foi aplicado no GP, a fim de reforcar a presenca
dos sintomas da doenca, cujo valor médio foi 30,34+18,83 pontos. J& no GC, esse
questionario foi aplicado a fim de verificar se os individuos nao tinham TA,
encontrando-se o valor de 7,8314,94 pontos. Os resultados néo revelaram diferenca
estatistica significativa entre os grupos, com excecao do EAT-26, o que ja era
esperado, pois esse teste contribui para triar possiveis casos de TA e foi
considerado critério de inclusdo para selecionar os individuos do GC. Considerando
o ponto de corte de 21 pontos, ele é considerado positivo para possiveis casos de
TA. Ele foi aplicado no GC com a finalidade de que todos os resultados dos
participantes fossem negativos, ou seja, aquele individuo que nao apresentasse o
EAT-26 negativo seria excluido da amostra. Ja para o GP, esperava-se que a
maioria das pacientes apresentassem o EAT-26 positivo, mas alguns pacientes e/ou
ex-pacientes (n=11) estaveis, no momento, quanto aos sintomas da doenca,
apresentaram resultado negativo para o teste.

Diante dessa diferenca entre os grupos (p<0,05), acreditou-se que o EAT-
26 poderia ter exercido influéncia sobre as analises genéticas. Sendo assim, surgiu a
necessidade de aplicar, além do teste de qui-quadrado, o teste de regressao
logistica binaria (p?), em todas as analises genéticas, a fim de desmascarar a

influéncia dessa variavel.
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No GP, foram avaliados 29 pacientes com diagnéstico de TA que
estiveram ou estdo em atendimento no GRATA-HC-FMRP-USP. Desses, dez
(34,5%) apresentaram diagnéstico de AN-R, doze (41,5%) apresentaram diagnéstico
de AN-B e sete (24%) apresentaram diagnéstico de BN. No GC, foram analisados 78
individuos saudaveis, seguindo os critérios de inclusdo estabelecidos para a
pesquisa.

Tabela 1 — Epidemiologia do estudo: idade, estado nutricional (IMC), EAT-26 e
diagnéstico dos grupos de pacientes e ex-pacientes (GP) e controle
(GC). Ribeirao Preto — SP, 2012

GP (n=29) GC (n=78) p X?
Idade (anos) 0,274
15-19 5 2
20-29 16 45
30 -40 6 26
41 - 51 2 5
IMC (kg/m?) adultos 0,294
Desnutricao grave 3 -
< 16,0
Desnutricao leve 4 -
17,0-18,4
Eutrofia 15 76
18,5 — 24,9
Sobrepeso 1 -
25-29,9
Obesidade moderada 1 -
35 -39,9
IMC (kg/m?)
Criancas/adolescentes
Eutrofia 4 2
2p3e< p85
Sobrepeso 1 -
2p85 e<p97
EAT-26 0,000*
Positivo (> 21 pontos) 18 -
Negativo (< 21 pontos 11 78
Diagnostico
AN-R 10 -
AN-B 12 -
BN 7 -

A Tabela 2 mostra as frequéncias alélicas dos genes estudados nos
grupos (GC e GP). Todos os genes estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg, ou
seja, as frequéncias alélicas em estudo apresentam-se em equilibrio entre os

grupos.



Tabela 2 — Frequéncia alélica para cada lécus nos grupos estudados
(GP n=29 e GC n=78). Ribeirao Preto — SP, 2012

Lécus Grupos Alelos

G A
5HT2a GC 0,603 0,397
GP 0,534 0,466

' M
BDNF GC 0,199 0,801
GP 0,172 0,828

G A
ERB Exon 5 GC 0,955 0,045
GP 0,966 0,034

G A
ERp Exon 8 GC 0,423 0,577
GP 0,603 0,397

Foram também analisadas as distribuicbes genotipicas para cada gene
individualmente. No gene 5HT2a, 0 gendtipo AA possui os dois alelos que contribuem
para o risco no desenvolvimento de TA; o gendtipo AG apresentou um alelo de risco
(A) e o GG ndo possuia nenhum alelo de risco, ndo contribuindo para o
desenvolvimento de possiveis casos de TA. Nao houve diferenca estatistica
significativa entre os grupos para maior ou menor risco da influéncia desse gene
nesses quadros clinicos (Tabela 3).

Tabela 3 — Distribuicdo genotipica do gene 5HT,A nos grupos estudados (GP e GC).

Ribeirao Preto — SP, 2012

a

Genoétipos  Grupo de Grupo p X* OR (IC95%)® p
5HT:A pacientes  controle
(GP) (GC)
n=29 (%) n=78(%)
AA 5(17,2) 14 (17,9) 1,00 0,952 0,927
(0,310-
2,930)
AG 17 (58,6) 34 (43,5) 0,195 1,833 0,655
(0,773-
4,350)
GG 7 (24,1) 30 (38,4) 0,253 0,509 0,552
(0,194-
1,336)

p X* = teste de qui-quadrado simples
p °= Teste de regresséao logistica binaria

OR = Odds Ratio
IC = intervalo de confianca
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No gene BDNF, o gendtipo MM é dominante para o alelo de risco, o
gendtipo MV apresenta um alelo de risco (M) e o VV ndo possui nenhum alelo de
risco para o desenvolvimento de possiveis casos de TA. Nas analises desse gene,
também nao houve diferenca estatistica significativa entre os grupos para maior ou
menor risco da influéncia desse gene nesses quadros clinicos (Tabela 4).

Tabela 4 — Distribuicdo genotipica do gene BDNF nos grupos estudados (GP e
GC). Ribeirdao Preto — SP, 2012

Genodtipos Grupode Grupo pX° OR (IC95%)? p?
BDNF pacientes controle

(GP) (GC)
n=29 n=78
(%) (%)
MM 19 (65,5) 50(64,1) 1,00 1,064 0,592
(0,435-
2,603)
Mmv 10 (34,4) 25(32) 0,820 1,116 0,708
(0,4583-
2,748)
vV - 3 (3,8) 0,561 0,962 0,999
(0,920-
1,005)

p X* = teste de qui-quadrado simples

p °= Teste de regresséao logistica binaria
OR = Odds Ratio

IC = intervalo de confianca

No gene ERp éxon 5, o genétipo GG possui os dois alelos de risco para o
possivel desenvolvimento de casos de doenca, o AG apresenta um alelo de risco (G)
e 0 AA ndo possui nenhum alelo de risco. Nao houve diferenga estatistica
significativa entre os grupos para maior ou menor risco da influéncia desse gene

nesses quadros clinicos (Tabela 5).
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Tabela 5 — Distribuicdo genotipica do gene ERP éxon 5 1082 G—A nos grupos
estudados (GP e GC). Ribeirdo Preto — SP, 2012

Genotipos Grupode Grupo pX° OR (IC95%)? p?
ERB Exon5 pacientes controle
(GP) (GC)
n=29 n=78
(%) (%)
GG 27(93,1)  71(91) 1,000 1,331 0,883
(0,260-
6,812)
GA 2 (6,8) 7(8,9) 1,000 0,751 0,883
(0,147-
3,845)

AA . . -

p X* = teste de qui-quadrado simples

p °= Teste de regresséao logistica binaria
OR = Odds Ratio

IC = intervalo de confianca

No gene ERP éxon 8, o gendtipo AA possui os dois alelos de risco para o

desse gene nesses quadros clinicos (Tabela 6).

possivel desenvolvimento de casos de doenca, o AG apresenta um alelo de risco (A)
e o GG nao possui nenhum alelo de risco. Na analise, também nao houve diferenca

estatistica significativa entre os grupos para maior ou menor risco da influéncia

Tabela 6 — Distribuicdo genotipica do gene ERP éxon 8 1730 A—G nos grupos
estudados (GP e GC). Ribeirdao Preto — SP, 2012

a

Genoétipos Grupode  Grupo p X* OR (IC95%)? p
ERP Exon pacientes controle
8 (GP) (GC)
n=29 n=78
(%) (%)
AA 4 (13,7) 25(32) 0,086 0,339 0,202
(0,107-
1,079)
AG 15(51,7) 40(51,2) 1,000 1,018 0,614
(0,434-
2,389)
GG 10 (34,4) 13(16,6) 0,064 2,632 0,399
(0,998-
6,942)

p X = teste de qui-quadrado simples

p °= Teste de regresséao logistica binaria
OR = Odds Ratio

IC = intervalo de confianca
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Posteriormente, foi feita a andlise de cada gene unindo os gendtipos que
possuem os alelos de risco, podendo contribuir para o desenvolvimento de TA nos
GP e GC. Tanto no teste de qui-quadrado quanto na regressao logistica nao houve
diferenca estatistica significativa desses alelos entre os pacientes e individuos
saudaveis (Tabela 7).

Tabela 7 — Analise dos gendétipos que possuem alelos de risco nos grupos
estudados (GP e GC). Ribeirdo Preto — SP, 2012

Genodtipos Grupode Grupo pX° OR(IC95%)° p?
pacientes controle

(GP) (GC)
n=29 n=78
(%) (%)
5HT:a 22 (75,8) 30(38,4) 0,253 1,964 0,552
GA+AA (0,748-
5,156)
BDNF 28 (96,5) 75(96,1) 1,00 1,120 0,362
MM+MV (0,112-
11,221)
ERBExon5 2(6,8) 7(8,9) 1,00 0,751 0,883
GA+AA (0,147-
3,845)
ERBExon8 19(65,55) 65 (83,3) 0,064 0,380 0,399
GA+AA (0,144-
1,002)

p X* = teste de qui-quadrado simples

p °= Teste de regressdo logistica binaria
OR = Odds Ratio

IC = intervalo de confianca

Uma analise posterior foi realizada a fim de verificar a possivel relagéo
entre os individuos que eram homozigotos para os alelos de risco em pelo menos
dois ou trés dos genes em estudo, ou seja, aqueles que possuiam o gendtipo sem
nenhum alelo de risco e que, teoricamente, estariam protegidos das doencas. Os
resultados obtidos indicaram que nao houve diferenca estatistica significativa entre
0S grupos que pudesse mostrar possivel relacdo desses genes para esses quadros

clinicos (Tabela 8).
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Tabela 8 — Distribuicdo de todos os genétipos homozigotos ndo dominantes nos
grupos estudados (GP e GC). Ribeirdo Preto — SP, 2012

Genodtipos Grupode Grupo pX° OR(IC95%)? p?

todos pacientes controle

(GP) (GC)

n=29 n=78

(%) (%)

Homo para - 4(51) 0,572 0,999
3 genes
Homo para 7(24,1) 23(29,4) 0,637 0,761 0,993
2 genes (0,286-

2,027)

p X*= teste de qui-quadrado simples

p °= Teste de regresséo logistica binaria
OR = Odds Ratio

IC = intervalo de confianca

Uma ultima analise uniu os individuos que possuiam pelo menos um alelo
de risco (homozigoto ou heterozigoto) para pelo menos dois dos genes em estudo.
Na Tabela 9, sdo mostradas as andlises separadas dos individuos que
apresentaram alelos de risco de todos os genes estudados (quatro genes); alelos de
risco de trés genes e alelos de risco de dois genes, ou seja, alelos que poderiam
contribuir para o desenvolvimento desses transtornos nos individuos analisados. Os
resultados obtidos demonstraram que ndo houve diferenga estatistica significativa
entre os genes e os alelos de risco que poderiam influenciar no desenvolvimento
desses quadros clinicos.

Tabela 9 — Distribuicdo de todos os gendtipos e os alelos de risco para a doenga nos
grupos estudados (GP e GC). Ribeirdo Preto — SP, 2012

Genoétipos Grupode Grupo pX° OR (IC95%)? p?

todos pacientes controle
(GP) (GC)
n=29 n=78
(%) (%)
Alelo risco 4 - 3(3,8) 0,561 0,999
genes
Alelo de risco 3 16 (55,1) 42 (53,8) 1,000 1,055 0,843
genes (0,448-
2,485)
Alelo de risco 2 26 (89,6) 72(92,3) 0,701 0,722 0,691
genes (0,168-
3,099)

p X* = teste de qui-quadrado simples

p °= Teste de regressédo logistica binaria
OR = Odds Ratio

IC = intervalo de confianca
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7 DISCUSSAO

Neste estudo, foram avaliados 29 pacientes e ex-pacientes com TA
(grupo de pacientes — GP) do sexo feminino (10 pacientes com AN-R, 12 pacientes
com AN-B e sete pacientes com BN) e 78 mulheres saudaveis que formaram o
grupo controle (GC). As médias de idade e estado nutricional foram semelhantes nos
dois grupos. O questionario EAT-26 foi aplicado nos dois grupos, principalmente
para verificar a auséncia de TA nos individuos do GC. Além disso, foram avaliados
trés genes e seus alelos polimérficos (0 gene do receptor 5HT24, 0 BDNF e 0 ER )
candidatos a contribuir para o desenvolvimento de TA.

Toda a populacdo amostral encontrava-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg, que contribuiu para garantir a confiabilidade desses resultados. Ao se
analisar as frequéncias dos alelos e gendtipos e a presenca dos alelos de risco nos
grupos, nao foi observada diferenca estatistica significativa, quando 75,8% dos
pacientes e 38,4% das mulheres saudaveis apresentaram, para os alelos de risco
(GA e AA) do gene 5HTza, 0s seguintes resultados: (pX?=0,253; OR=1,964; IC
95%=0,748-5,156 e regressao logistica p?=0,552). No gene do BDNF, esses valores
nao foram diferentes do anterior: 96,5% dos pacientes e 96,1% do GC apresentaram
os alelos de risco (MM e MV) do gene do BDNF (pX®=1,00; OR=1,120; IC
95%=0,112—-11,221 e regresséao logistica p®=0,362). Quanto aos SNPs do gene do
ERB, para o presente no éxon 5, o 1082 G—A, os alelos de risco (GA e AA) também
nao apresentaram resultados estatisticos significativos, sendo que no GP 6,8% e
8,9% do GC obtiveram resultados semelhantes (pX?=1,00; OR=0,751; IC
95%=0,147-3,841 e regresséo logistica p®=0,883). Para o SNP situado no éxon 8, o
1730 A—G, os alelos de risco (AG e AA) nao mostraram resultados diferentes em
65,5% dos pacientes e 83,3% do GC (pX?=0,064; OR=0,380; IC 95%=0,144—1,002 e
regresséao logistica p?=0,399). O célculo de regressio logistica binaria foi realizado a
fim de retirar a diferenca da variavel que se apresentou estatisticamente diferente
(p<0,05) entre as populacdes, o EAT-26.

Em ampla revisdo de estudos relacionados ao envolvimento de fatores
genéticos nos TAs, Ross (2006) analisou e criticou afirmacdes repetidas na literatura
sobre a existéncia da contribuicdo genética nos TAs. Quando um gémeo idéntico
tem BN, o outro gémeo ndo tem mais que 75% de chance, 0 mesmo ocorrendo para
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AN. Para esse autor, é impossivel que a causa genética do desenvolvimento de TA
seja em torno de 50 a 80%, tal como indicado por alguns pesquisadores analisados
neste estudo. Os dados existentes suportam claramente a conclusdo de que a
contribuicdo genética nos TAs é menor, com a maior parte da causalidade
proveniente do ambiente. Nao ocorrem, assim, explicacbes genéticas para os
indices observados de concordancia para bulimia e anorexia nervosa em gémeos
monozigo6ticos que nao sejam predominantemente de etiologia ambiental. Também,
ndao ha comprovacao alguma de mecanismo genético postular ou que invoque
declaragdes de que os TAs sdo substancialmente de origem genética.

Em importante revisdo de estudos de associacao que examinaram a base
genética dos TAs, foram investigados os achados que sugerem o significativo
envolvimento de alguns genes polimérficos que podem contribuir para o
desenvolvimento dessas doengas. Entre os mais importantes esta o0 5HT.a, 0 BDNF
e 0 ERp. Envolvidos na regulacdo da ingestao de alimentos e do humor, 16 estudos
sobre o gene 5HT,a foram concluidos, onde sete deles obtiveram resultado
significativo para AN (p<0,05). Ja para a BN, existem oito estudos, onde dois deles
apresentaram diferenga significativa. Em relacdo ao gene do BDNF, de seis estudos
publicados, quatro deles tiveram resultados significativos para AN (p<0,05); para BN,
quatro estudos sdo conhecidos e apenas um deles revelou resultado significativo.
Para o gene do ERpP, de dois estudos existentes, um apresentou resultado
significativo para AN; para BN, de dois, um mostrou resultado significativo.
Novamente, o significado funcional especifico da maioria desses genes é
desconhecido, embora muitos estejam dentro de sistemas biol6gicos que
influenciam a ingestdo de alimentos, o metabolismo e/ou o humor (KLUMP;
CULBERT, 2007).

Landt et al. (2008) investigaram pacientes com TA com o propdsito de
identificar a presenca de genes e suas influéncias genéticas no IMC desses
individuos, sendo 474 gémeos monozigoticos (194 do sexo masculino e 280 do sexo
feminino), 310 gémeos dizigbticos (140 do sexo masculino e 170 do sexo feminino),
45 gémeos, onde apenas um dos irmaos participou da coleta (22 do sexo masculino
e 23 do sexo feminino) e 184 irmaos (69 do sexo masculino e 115 do sexo feminino).
Eles verificaram que, apesar da relacao légica entre o IMC e os TAs, a influéncia
genética dessa doenca apresenta-se independente do IMC, tanto em mulheres
quanto em homens. A analise bivariada mostrou que a presenca dos TAs
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apresentam tracos altamente hereditarios em mulheres (a?=0,65) e em homens,
esses tracos aparecem de forma moderada (a®=0,39). Ja os dados estatisticos para
o IMC mostraram significativo envolvimento hereditario em mulheres (a?=0,80) e em
homens (a?=0,76). Além disso, os fatores genéticos aditivos (contribuicdes
ambientais fenotipicas compartilhadas e ndo compartilhadas) foram responsaveis
pela influéncia dessas caracteristicas (IMC e TA) e os valores de correlagao genética
em mulheres e homens foram de 0,43 e 0,51, respectivamente. O estudo, porém,
associa-se a componentes genéticos que exercem certa influéncia no IMC e nos
TAs. Foi observado também que a maioria dos efeitos genéticos que influenciam os
TAs € independente dos efeitos genéticos que influenciam o IMC. O poder da
analise estatistica revelou que o tamanho da amostra foi suficiente para detectar os
efeitos do compartilhamento genético e ambiental sobre o IMC e os TAs em homens
e mulheres. O tamanho da amostra do sexo feminino também foi suficiente para
estimar a correlacao genética entre o IMC e os TAs corretamente, porém, nos
homens, havia limitado poder estatistico para estimar essa correlacao.

Em recente estudo desenvolvido com 1.085 individuos com diagndstico
clinico de TA e 677 individuos saudaveis (grupo controle), testou-se 5.151 SNPs, ou
seja, provaveis candidatos de variagdes genéticas que conferem suscetibilidade a
AN. As andlises de associacdo separadas por diagnostico também foram feitas,
onde havia 687 individuos com AN-B com comportamento compulsivo sem purgacao
e 421 individuos com AN-R. Os resultados nao apresentaram valores de associagcao
estatisticamente significativos para qualquer individuo ou SNPs nos alelos com
qualquer definicao de doenca. Esses achados ressaltam a importancia de grandes
amostras para produzir reforcos adequados nas diferengas genotipicas em
individuos com AN (PINHEIRO et al., 2010).

No presente estudo, uma limitacdo importante foi o pequeno tamanho
amostral, tanto para o GP como para o GC, corroborando os achados do estudo
acima, referindo-se a necessidade de maiores amostras para se obter resultados
estatisticos significativos. Essas declaracées também vao ao encontro ao que dizem
Scherag, Hebebrand e Hinney (2010) em sistematica revisdo de literatura, de que
variagdes no gene do receptor 5SHT2a, bem como no gene do BDNF representam as
mais consistentes descobertas genéticas para os TAs. O impacto da influéncia
genética na etiologia desses quadros foi solidamente mostrado em estudos

anteriores. Esses genes sao presumivelmente os melhores candidatos para



66

investigar as interacées com os fatores ambientais. Variacbes no gene do receptor
5HT,a, bem como a variante do SNP do gene do BDNF (Val66Met), podem
representar as primeiras exce¢des na regra de que, em amostras menores, 0S
resultados ndo sao significativos. Porém, as raz6es mais comuns e evidentes para
resultados contraditérios ainda estdo ao redor do tamanho amostral desses estudos,
ou seja, amostras insuficientes relativas ao nimero de participantes.

Corroborando essas ideias, Root et al. (2011) pesquisaram 1.762
individuos do sexo feminino com os diagnésticos de AN-R, AN-B e BN, cuja idade
era de 2748,8 anos e um grupo controle com 677 individuos, com idade de 26+8,3
anos (p=0,051). Investigaram genes polimérficos candidatos a contribuirem para
possivel  desenvovimento de TA, sendo eles; [INS (p=0,755471),
HCRTR1(p=0,755471), GRK5 (p=0,755471), KCNN3 (p=0,755471), GRM5
(p=0,730628), TACR1 (p=0,737012) DRD3 (p=0,755471), DRD3 (p=0,755471),
esses dois ultimos SNPs estavam no mesmo cromossomo, porém, em posicdes
diferentes. Apds a realizacdo de multiplas comparagdes, ndao houve resultados
estatisticamente significativos entre os grupos.

Ainda sobre as dificuldades em pesquisas genéticas e nos TAs, em
extensa e recente revisdo de literatura discutiram-se diferentes campos de
investigacdo, tanto em seres humanos quanto em animais, que podem contribuir
para a compreensao desses quadros. Dentre os tépicos analisados estdo os estudos
de genes candidatos a aumentar o risco genético para o desenvolvimento de AN
envolvidos no controle hipotalamico do apetite e da regulacao da energia. Entre
varias linhas de investigacao, encontram-se os estudos de associagdo do guia de
associagao génica, considerado um dos mais recentes avangos nessa area. Esses
estudos permitem que milhdes de SNPs sejam genotipados simultaneamente pelo
genoma sem hipéteses diretas em relagdo ao envolvimento biolégico na doenca.
Essa abordagem permite que os pesquisadores identifiquem novos alvos genéticos
que possam revelar previamente desconhecidos aspectos biolégicos da AN. No
entanto, devido ao grande numero de SNPs analisados, sugere-se que se considere
maior nivel de significancia estatistica (p<10) nesse tipo de pesquisa, pois ha maior
probabilidade de um erro do tipo falso positivo acontecer (CLARKE; WEISS;
BERRETTINI, 2012).

No presente estudo, quando analisados separadamente, em homozigoto
e heterozigoto, os gendtipos do gene 5HT.s, também ndo foram encontradas
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diferencas estatisticas significativas. Para o gendétipo AA, o qual € dominante para
contribuir no risco para desenvolver a doenca, observou-se que 17,2% dos
pacientes e 17,9% dos controles apresentavam esse alelo (pX?=1,00; OR=0,952; IC
95%=0,310-2,930 e regressao logistica de 0,927); para o genétipo AG, 58,6% dos
pacientes e 43,5% dos controles tinham a sua presenca (pX?=0,195; OR=1,833; IC
95%=0,773-4,350 e regressao logistica de 0,655) e, por fim, para o genétipo GG, o
qual é homozigoto para contribuir em nao desenvolver possiveis casos de TA, 24,1%
dos pacientes e 38,4% dos controles o apresentaram (px®=0,253; OR=0,509; IC
95%=0,194—-1,336 e regressao logistica de 0,552). Acredita-se que esses valores
nao foram significativos devido ao pequeno numero amostral e a heterogeneidade
étnica da populacao estudada.

Esses resultados corroboram os achados de Martaskova et al. (2009) em
importante pesquisa que investigou a associacao de influéncias polimérficas na AN,
em 75 pacientes do sexo feminino (idade=25,39+6,18 anos; IMC=14,65+1,38kg/m?)
e um grupo controle com 65 mulheres caucasianas saudaveis (idade=25,76+5,12
anos; IMC=20,69+1,85kg/m?2) da populagao checa. Entre os SNPs investigados, o do
receptor 5HT.a (-1438A/G) mostrou tendéncia para a associacdao do alelo de risco
para AN. Para tal, a heterogeneidade étnica populacional e o possivel efeito de
estratificacdo dentro dessa populacédo deve ser levado em consideracao. Ao analisar
a associacao quantitativa do SNP do gene do 5HT.,x com o IMC, o resultado com
associagao apresentou-se limitrofe (p=0,055). O alelo 1438A em pacientes com AN
apareceu em 47% dos casos e em casos-controle esse valor foi de 42%, oposto a
todos os outros estudos publicados. A atual andlise estatistica mostrou-se com baixa
significancia (p=0,3992, OR=1,2255) e aumento no intervalo de confian¢a de 95% de
0,7636—1,9668. No entanto, os resultados apoiam relatos anteriores de um papel
significativo do alelo A (-1438A/G do receptor 5HT,s) como um fator de risco para
AN, necessitando-se maiores investigacdes nessa direcao.

Em contrapartida a esses resultados, na pesquisa realizada por
Nishiguchi et al. (2001), os autores examinaram a prevaléncia do SNP do gene
5HT,a (-1438 G/A) entre 182 pacientes japoneses com TA (172 do sexo feminino e
10 do sexo masculino), com idade de 25,31+6,2 anos (36 pacientes apresentavam
AN-R, 26 AN-B; 95 BN-com purgacdo e 15 pacientes apresentavam BN-sem
purgacéo) e um grupo controle composto por 374 individuos (sendo 354 do sexo
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feminino), com idade de 25,7+10,6 anos. Esse estudo demonstrou associagédo do
SNP -1438G/A do gene do receptor 5HT,a com os TAs, especificamente em BN com
compulsao alimentar e/ou purgacao. A frequéncia do alelo G do lécus 5HToa foi
significativamente maior no total de pacientes com TA do que no grupo controle,
onde a diferenca na frequéncia do alelo G entre os dois grupos foi de 0,09 (0,55-
0,46), com poder estatistico de 80%. Ao analisar separadamente os pacientes com
BN, a frequéncia do alelo G foi significativamente mais elevada do que no grupo
controle (0,10; 0,56-0,46), com poder estatistico de 74%, mas essa diferenca nao foi
observada em pacientes com AN. Pode-se dizer que esse SNP difere pelo
comportamento alimentar e os subtipos clinicos dos TAs. Essas descobertas
sugerem fortemente que, se ha diferenca entre o padrdo de ligacdo desse gene e
esse SNP, podera também haver diferencas entre os grupos raciais, o que poderia
explicar a incoeréncia entre esses resultados e outros estudos anteriores. Apesar da
amostra japonesa, uma populacdo em que a heterogeneidade racial € minima, o
namero de pacientes sera insuficiente para observar fielmente as interacdes de
associacdes entre 0 gene 5HT.4 e 0s TAs (subtipos e as caracteristicas clinicas).
Isso torna especialmente verdadeiro para pacientes com AN, pois a poténcia
estatistica foi relativamente baixa (54%), comparando-se esses pacientes e 0 grupo
controle.

No presente estudo, para o gene do BDNF, quando separados seus
genodtipos em homozigoto e heterozigoto, observou-se que, para o gendtipo
dominante MM (que pode contribuir no desenvolvimento de casos de doenga),
65,5% dos pacientes e 64,1% do GC apresentavam esse alelo (pX?=1,00;
OR=1,064; IC 95%=0,435-2,603 e regressao logistica de 0,592). Em relacdo ao
genotipo heterozigoto MV, 34,4% dos pacientes e 32% do controle apresentavam
esse alelo (pX?=0,820; OR=1,116; IC 95%=0,453-2,748 com regressio logistica de
0,708) e para o homozigoto VV (que ndo contribui para o desenvolvimento da
doenca), esse se manteve em apenas 3,8% dos controles (pX?=0,561; OR=0,962; IC
95%=0,920-1,005 com regressao logistica de 0,999). Esse ultimo valor mostra-se
interessante, onde nenhum paciente apresentou esse fator de protecdo para a
doenca. No entanto, ndo se pode confirmar essa hipétese devido ao baixo numero
da amostra. Para todos os resultados, os valores estatisticos n&o foram

significativos.
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Diferentemente desses achados, na investigacdo desenvolvida por
Mercader et al. (2007) com caucasianos de origem espanhola, diagnosticados com
TA, foram avaliados 110 pacientes do sexo feminino, 49 deles com AN (25 eram do
subtipo restritivo e 24 eram do subtipo bulimico) e 61 com BN. O IMC dos pacientes
com AN foi de 15,3+1,37kg/m? e daqueles com BN foi de 19,2+2,8kg/m?2. A idade foi
de 24,546,0 anos e 25,815,0 anos para AN e BN, respectivamente. O grupo controle
foi estruturado com 50 irmaos e irmas saudaveis, com idade semelhante (23,8 anos;
IC 95%=23,2-28,4). Os pacientes com BN apresentaram maior transmissdo de
alelos com niveis significativamente mais altos do BDNF, explicando 10,7% da
variabilidade genética (p=0,016). Os valores de p foram considerados
estatisticamente significativos ao se avaliar a AN e a BN (p<0,025). Embora na
amostra em geral nenhum desses resultados permanecesse significativo apos a
correcao de Bonferroni (p<0,002), ao dividir por subtipos de AN e BN (AN-B, AN-R,
BN), a significancia estatistica para a associacdo do SNP permaneceu significativa
para o grupo AN-R e BN (p=0,008), respectivamente. Em suma, esses resultados
confirmam a variabilidade e o papel do gene do BDNF nos TAs e futuras pesquisas
deverao elucidar o que essas variaveis podem causar e revelar se 0 BDNF for um
marcador biolégico da doenca.

Ja o estudo francés realizado por Dardenes et al. (2007), corrobora os
achados da presente pesquisa, onde avaliaram, entre outros dados, a idade de inicio
do TA, o IMC, os escores do EAT-26, o gene do SNP do BDNF (Val66Met) e a
influéncia dessas informacdes em relacao ao desenvolvimento de casos clinicos de
TA (AN-R e AN-B). Foram investigados 114 pacientes com AN e ambos os pais,
recrutados em dois centros especializados. Os resultados encontrados nao
forneceram evidéncias de transmissado preferencial do alelo 66Met do BDNF, se
suscetivel a AN (OR=0,84; IC 95%=0,43-1,62). Assim como o presente estudo,
esses dados sao obviamente limitados pelo numero relativamente pequeno de
familias.

Em extensa revisdo de literatura realizada por Gratacos et al. (2007), que
investigaram varios estudos de casos e controles em metandlise de disturbios
psiquiatricos, dentre eles trés sobre TA e a associacdo do BDNF (Val66Met), as
analises forneceram informagdes para determinar a associacao entre Val66Met e
esses quadros clinicos. O tamanho da amostra nos grupos de pacientes com TA e
grupo controle foi de 1.733 e 1.811, respectivamente. A média de idade nos grupos
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de pacientes variou de 20 a 26 anos e quase 100% dos sujeitos era do sexo
feminino. Todas as amostras estavam em equilibrio de Hardy-Weinberg. Apenas um
estudo foi realizado em asiaticos. Observou-se heterogeneidade étnica nos estudos
um (x2=9,05, p=0,0598) e trés (x3=7,83, p=0,0982). A hipdétese de homogeneidade
étnica para o estudo dois (p=0,3948) nao pbde ser rejeitada. O fator raca foi avaliado
como forte potencial de heterogeneidade. No entanto, ap6s a exclusdo do Unico
estudo asiatico, ainda havia heterogeneidade étnica nos estudos um e trés. Assim, a
analise combinada foi realizada por meio de regressao logistica, com modelo de
efeitos aleatorios. O teste de razao de probabilidade indicou que o efeito global do
gene foi estatisticamente significativo (p<0,001). A estimativa dos estudos um, dois e
trés foram de 1,30 (95% 1C:1,03-1,65), 1,50 (95% 1C:1,08-2,09) e 1,13 (95% IC:69-
1.86), respectivamente. Esses resultados sugerem efeito de risco dominante do alelo
Met e, por conseguinte, Val/Met e Met/Met foram combinados e comparados com
Val/Val. Depois de combinar, a homogeneidade nao foi rejeitada (x2=7,30,
p=0,1209). Esses resultados também podem explicar como pessoas com a presenca
dos genotipos Val/Met e Met/Met tém risco maior, de 36%, para desenvolver TA do
que aqueles com o genétipo Val/Val. Analise, utilizando a abordagem de modelo
livre de genética, revelou resultados muito semelhantes nos estudos um: 1,30 (IC
95%: 1,01-1,70), e dois: 1,38 (IC 95%: 1,01-1,98). O IC de 95% indicou que ainda ha
alguma incerteza sobre o verdadeiro modo de heranca.

Ehrlich et al. (2009) chamaram a atencdo para seus achados, quando
foram estudados 33 pacientes do sexo feminino com baixo peso, diagnosticados
com AN-B, idade entre 14 e 29 anos e IMC 14,941,4kg/m=2. Eles foram comparados a
20 pacientes com AN-R com recuperacao ponderal a longo prazo, idade entre 15 e
29 anos e IMC 20,5+1,3kg/m2. Ainda, um grupo controle foi constituido por 33
individuos saudaveis, com idade entre 15 e 16 anos e IMC 21,44+2,1kg/m? buscando
investigar a influéncia do gene polimorfico do BDNF e suas associagbes com
indicadores periféricos do sistema de 5HT. Os niveis médios séricos de BDNF
apresentaram-se significativamente aumentados no grupo AN-R quando comparado
com o grupo AN-B (p=0,001). Nao houve associagdes significativas entre BDNF e o
conteudo ou a absorcdao de 5HT nas plaquetas. Entre os pacientes com AN,
encontraram-se relagdes lineares positivas e importantes entre o BDNF e o IMC
(r=0,312, p=0,023). Concluiu-se que os niveis de BDNF sérico em pacientes com AN
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dependem do estado da doenca, principalmente com relacdo a recuperagdo de
peso. Isso poderia ser parte de um processo regenerativo, apds prolongadas lesdes
bioquimicas e moleculares neuronais, devido a ma nutricdo. O estudo recomenda
que associagdes entre o0 BDNF e o sistema de 5HT nos seres humanos devem ser
investigadas em outras pesquisas.

Reforcando os resultados encontrados no presente estudo, Arija et al.
(2010) verificaram, por periodo de dois anos, 258 alunos espanhdis de origem
caucasiana, de ambos os sexos, com idade entre 10 e 13 anos (11,37+0,62 anos).
Os participantes foram selecionados a partir de 17 escolas primarias da provincia de
Tarragona, escolhidas aleatoriamente para que o grupo apresentasse diversas
origens culturais e sociais. Essa amostra foi estudada em duas fases. Na primeira,
aplicou-se o Teste de Atitudes Alimentares Infantil, para excluir possiveis casos de
TA. Dos 258 alunos, 141 foram incluidos no grupo de risco para TA e 117 foram
incluidos no grupo controle; a idade das criancas variou de 11 a 13 anos (11,31+£0,59
anos). Dois anos mais tarde, na adolescéncia, iniciou-se a segunda fase do estudo,
cuja idade era de 13 a 15 anos (13,79+0,72 anos). Desses individuos, o total de 113
apresentaram riscos para TA e 87 estavam no grupo controle. Os participantes
responderam a outro questionario que também tria possiveis casos de TA, o teste de
atitudes alimentares (EAT-26), sendo que 41 foram classificados como risco para TA
e 159 foram selecionados como grupo controle. Além dessas classificacoes,
investigou-se a presenca do SNP do gene do BDNF (Val66Met) e a frequéncia
desses gendtipos, independente da gravidade do risco de TA nesses sujeitos. Os
valores estatisticos nos adolescentes do sexo feminino foram de x?=2,96; df=4,
p=0,562 e nos adolescentes do sexo masculino, de x°=6,25, df=4, p=0,181.
Também, verificou-se a distribuicdo dos genétipos do SNP de acordo com a
evolugédo do risco e diagnéstico de TA em ambos os sexos, sendo encontradas
diferencas entre os grupos para a evolugdo de risco para TA (x°=6,44, df=6,
p=0,381) ou os valores de individuos j& com o diagnéstico de TA (x?=3,097; df=6,
p=0,797). A distribuicdo de genétipos de acordo com a gravidade nos TAs nao
diferiu significativamente como esperado, a partir do equilibrio de Hardy-Weinberg
no grupo controle (x*=0,06; df=2, p=0,970) (x?=5,37-3; df=2, p=0,977), no grupo de
risco (x°=3,48-3; df=2, p=0,998) (x°=0,04; df=2, p=0,981) ou no grupo com
diagndstico de TA (x’=0,04, df=2, p=0,980) (x°=0,45, df=2, p=0,798) em
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adolescentes do sexo feminino ou masculino, respectivamente. Os resultados néo
revelaram qualquer associacao entre o SNP (Val66Met, G196A) do gene do BDNF e
os diferentes niveis de gravidade ou evolucédo de risco para TA. Também ndo se
observaram percentuais mais elevados do alelo Met nos individuos com niveis mais
altos de risco e gravidade para os TAs. Embora ndo houvesse diferencga significativa,
uma percentagem mais elevada do alelo Met foi encontrada entre aquelas criangas
que evoluiram a partir de “nenhum risco” para “algum risco”. Alta porcentagem da
populacao geral estudada apresentou presenca do SNP Val66Met (G196A) do gene
do BDNF (33,7%, IC 95%:27,1-40,2). Para tal, nenhuma relacéo direta foi observada
entre a presenca do SNP e o risco para os TAs.

Recentemente, os resultados de Ando et al. (2012) também apresentaram
dados semelhantes aos do presente estudo, em pesquisa onde foi analisado o alelo
Met66 do SNP Val66Met do gene do BDNF e sua associacdo na AN. Para o
desenvolvimento da pesquisa, foram avaliadas 689 pacientes japonesas do sexo
feminino com quadro clinico de AN e BN e um grupo controle com 573 mulheres
saudaveis. Nao houve diferenca significativa na frequéncia do gendétipo ou
frequéncia do alelo do SNP Val66Met entre as mulheres com AN e o grupo controle,
até mesmo para analises de associacao separadas, ou seja, a partir dos subtipos de
classificacdes de AN e BN. A frequéncia alélica do Met66 no grupo controle foi de
0,421 e a=0,0125. Embora estudos anteriores sugiram que a associacao com o alelo
Met66 é mais evidente na AN-R, aqui ndo se observou essa tendéncia. Estudos de
caso-controle sao propensos a influéncia da estratificacdo da populacdo, mas a
amostra desse estudo foi composta por mulheres japonesas. As interacdes
gene/ambiente e gene/gene podem provavelmente dificultar o efeito observado nos
resultados do Val66Met para evitar danos na AN.

No presente estudo, na analise do SNP do gene ERP, localizado no éxon
5 (1082 G—A), também separou-se em homozigoto e heterozigoto, onde o GG é o
genodtipo dominante para contribuir para o aumento do risco para desenvolver TA.
Os valores foram de 93,1% nos pacientes e 91% nos controles apresentando esse
alelo (pX?=1,000; OR=1,331; IC 95%=0,260-6,812 e regressdo logistica de 0,883).
Para o gendtipo heterozigoto AG, 6,8% dos pacientes e 8,9% dos controles
apresentaram esse alelo (pX?=1,000; OR=0,751; IC 95%=0,147-3,845 e regressio
logistica de 0,883) e para o homozigoto AA, o qual contribui para o nao
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desenvolvimento da doenca, surpreendentemente nenhum dos individuos dos
grupos analisados apresentou sua presenca. Para o SNP do gene ERB, situado no
éxon 8 (1730 A—G), o gendtipo AA € dominante para o risco para desenvolver a
doenca, e ele esteve presente em 13,7% dos pacientes e 32% dos controles
(pX?=0,086; OR=0,339; IC 95%=0,107—1,079 e regressao logistica de 0,202). Para o
gendtipo AG, os valores foram de 51,7% nos pacientes e 51,2% nos controles
(pX?=1,000; OR=1,018; IC 95%=0,434—2,389 e regressao logistica de 0,614) e, para
o gendtipo GG, observou-se sua presenca em 34,4% dos pacientes e 16,6% dos
controles (pX?=0,064; OR=2,632; IC 95%=0,998-6,942 com regressao logistica de
0,399). Todas as analises nado apresentaram valores estatisticos significativos,
chamando a ateng&o para os resultados do SNP 1730A—G no gendtipo AA com
valor de pX?=0,086, ou seja, com tendéncia para um resultado significativo do
genotipo polimérfico dominante para a doenca nos dois grupos. No genétipo GG, o
valor de pX?=0,064 mostra, também, possivel tendéncia de fator de protecéo para a
doenca. No entanto, ndo se pode afirmar essa hipdtese, pois esses valores apenas
se aproximam de um valor estatistico significativo.

Reforcando os resultados acima, o estudo de coorte de Eastwood et al.
(2002), com 170 pacientes caucasianas do sexo feminino com diagndstico clinico de
AN e um grupo controle com 152 mulheres saudaveis, analisou os SNPs ESR1
(éxon 2) e ESR2 (éxons 5 e 8). A analise estatistica ndo mostra qualquer diferenca
significativa na distribuicdo dos alelos entre a populagdo de AN e o grupo controle
(x*=8,04, p>0,2). Ao serem avaliados os alelos divididos em dois grupos, mesmo
assim, ndo ocorreu qualquer associacdo com AN (x*=2,60, p>0,2). Quanto a
frequéncia alélica entre o GC e GP, também ndo houve diferengca estatistica
significativa. No éxon 5 G1082A no GC encontrou-se: GG com frequéncia alélica de
0,941, AG=0,053 e AA=0,007; no GP: GG com frequéncia alélica de 0,837,
AG=0,129 e AA=0,034. Para o éxon 8 A1730G, no GC: AA com frequéncia alélica de
0,142, AG=0,473 e GG=0,385 e no GP: AA com frequéncia alélica de 0,199,
AG=0,455 e GG=0,347. No entanto, ao analisar o SNP em ESR2, observou-se
sobrerrepresentacao significativa do genétipo heterozigético de G1082A na
populagdo com AN (x*=8,65, p=0,003, pc=0,006), mas ndo nos outros individuos
estudados, ndo havendo implicacdo 6bvia funcional desse SNP. Portanto, a analise
dos SNPs e seus alelos nos ESR1 e ESR2 ndo mostrou nenhuma evidéncia



74

significativa de associacao com AN (p>0,2), sugerindo que a variabilidade na ESR2,
por si s6, pode contribuir para a susceptibilidade genética na AN. Acredita-se que o
SNP G1082A pode estar em desequilibrio de ligagdo por uma mutacao
funcionalmente importante no gene ESR2, ainda nao identificada. Embora o papel
do gene ESR2 ndo possa ser excluido da susceptibilidade a AN sem quaisquer
provas, a explicacdo mais provavel de significativa associacdo, observada neste
estudo, é que ha um falso positivo. Para verificar essa hip6tese, ha necessidade de
mais estudos.

Nilsson et al. (2004) confirmam os achados do presente trabalho com os
resultados de pesquisa, onde foram avaliados 76 pacientes suecos do sexo
feminino, diagnosticados com BN (n=48) ou TANE (n=28), e 60 individuos saudaveis
do mesmo sexo. O estado menstrual, o IMC e a idade também foram coletados. O
estado menstrual foi classificado como periodos mensais regulares, amenorreia
(sem sangramento nos ultimos trés meses) ou oligomenorreia (periodos em um
intervalo superior a seis semanas). Entre as pacientes bulimicas, 27 (36%)
apresentavam alteracbes menstruais (amenorreia ou oligomenorreia), enquanto que
apenas duas (3%) das participantes do grupo controle tinham oligomenorreia. As
médias de idade e IMC das pacientes foram classificadas como as que
apresentavam menstruacdo irregular (26 anos e 224kg/m?) e aquelas que
apresentavam regularidade menstrual (28 anos e 22,2kg/m?). As médias de idade
das participantes do grupo controle com ou sem irregularidades menstruais foram de
31 e 29 anos, respectivamente, e as médias dos valores de IMC foram 22,3 e
22,9kg/m2, respectivamente. Esse estudo, além de outras investigagdes, teve como
objetivo associar a influéncia dos SNPs do gene ERp (1730 A—»G e 1082 G—A) em
mulheres com BN. As frequéncias alélicas e genotipicas foram apresentadas no
SNP 1082 G—A (x?=1,81; p>0,05 e OR=2,85) e no SNP 1730 A—>G (x3=9,04;
p=0,0026 e OR=2,20). As frequéncias genotipicas estavam em equilibrio de Hardy-
Weinberg entre os casos e controles. Ao se analisar o SNP 1730 A—G, em relagéo
aos riscos relativos para a doenca, no genétipo GG nao houve valores estatisticos
significativos em ambos 0s grupos; para o genétipo AG, o risco relativo foi de 1,6 em
ambos 0s grupos e, para o AA, o risco relativo foi de 2,5 em ambos os grupos. Essa
analise suporta o fato de que os SNPs estudados do gene do ERp estao,

independentemente, associados a risco aumentado de doenca. Observou-se
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possivel papel do gene do ERP ou genes vizinhos na etiologia da doenga em
pacientes bulimicas. Entretanto, deve haver estudos com amostras maiores para
que se possam obter informagdes sobre a real funcdo desse gene, ou seja, se seu
papel deriva de suas funcdes periféricas e/ou dos sistemas centrais. E continua a
possibilidade de que esses SNPs, por si sO, contribuam para a funcao do gene do
ERP na etiologia da doenca. Portanto, maiores estudos para definir a funcéo do ERf
nos TAs devem ser desenvolvidos.

Versini et al. (2010) também reforcam os resultados encontrados no
presente trabalho, ao analisarem 348 sujeitos do sexo feminino de origem francesa,
diagnosticadas com AN, subdivididas em AN-R (n=153) e AN-B (n=154). Em um
segundo momento, a amostra foi composta por 41 sujeitos do sexo feminino com
AN-R, de origem alema. Também avaliaram 613 pais. O grupo controle foi composto
por 567 mulheres saudaveis. Os questionarios EAT-26 e o Inventario para
Transtornos Alimentares (EDI-2) foram aplicados para medir as dimensdes
comportamentais e os sintomas para AN. Além disso, avaliou-se genes polimérficos
candidatos ao desenvolvimento de TA. Um deles foi o ESR1, que apresentou
diferenga significativa em pacientes com AN-R mas, em contrapartida, 0 mesmo
comportamento ndo ocorreu com pacientes com AN-B. Nenhuma associacéo
significativa foi encontrada para as combinacdes dos SNPs e a AN. Essa relacao ao
grupo de pacientes alemas, embora ndo houvesse nenhum alelo polimorfico
presente de maneira significativa nesse grupo, encontrou-se maior transmissao
paterna desse alelo associado nessa amostra (p=0,025) e tendéncia significativa
(p=0,059), conferindo maior risco para AN-R (OR=3,0, IC 95%=1,1-8,3 e OR=2,6, IC
95%=0,9-7,3). Nessa amostra, encontrou-se associacao entre o0 gene ESR1 e AN,
principalmente no subtipo restritivo. O tamanho pequeno da amostra alema em
relacdo a amostra francesa pode ser uma das explicacdes para resultados negativos
de associacao. Portanto, esse estudo sugere evidéncias de que variagdes genéticas
comuns entre o gene ESR1 estdo associadas com TA, e mais especificamente com
AN-R, com destaque para o possivel envolvimento da via hormonal estrogénica.

Diante dos estudos mencionados, prevalecem justificativas plausiveis
para suportar a continuidade de pesquisas nessa area, a fim de proporcionar
resultados mais fidedignos e satisfatérios.

Algumas dificuldades sdo encontradas na area de pesquisa genética nos
TAs, a fim de atingir o nivel de significAncia estatistica necessaria para associacao
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genética ser considerada positiva. Essas desvantagens somam-se ao tamanho das
amostras que deveriam ser maiores, a fim de realizar estudos de mega e metanalise,
utilizando-se todos os dados possiveis, a baixa idade dos participantes, a baixa
prevaléncia da doencga na populacdo e também o seu acometimento, principalmente
no sexo feminino. A estratificacdo por etnia e sexo traz probabilidade de resultado
falso positivo e normalmente ndo acontece a replicagdo dos dados. Portanto, futuros
estudos, usando amostras maiores e bem definidas, serdo necessarios para
melhores resultados (ARIJA et al.,, 2010; CLARKE; WEISS; BERRETTINI, 2012;
KLUMP; CULBERT, 2007; NISHIGUCHI et al., 2001; ROOT et al., 2011; VERSINI et
al., 2010).

Além disso, andlises simultaneas de variantes genéticas desses
determinantes bioldgicos, do metabolismo energético e do comportamento alimentar,
em grandes populagdes, devem contribuir para a explicacdo do indice de
hereditariedade dos TAs, para a descricdo de padrdes fisiopatoldgicos e possivel
alteracdo na expressado génica, podendo aumentar ainda mais o risco de AN.
Acredita-se que os TAs sao de etiologia poligénica e para somar essas varias frentes
de pesquisa, os estudos epigenéticos em AN, focando endofendtipos mais bem
definidos, poderdo proporcionar importantes conhecimentos de dietas e nutricao
alteradas e subsidiar mais pesquisas e novas estratégias de tratamento para
determinar se essas mudancas sao apenas resultado da subnutricdo ou se a
extensao da epigenética mudara em resposta a dieta, ndo sendo apenas um fator de
risco em si (CLARKE; WEISS; BERRETTINI, 2012; DARDENES et al., 2007;
SCHERAG; HEBEBRAND; HINNEY, 2010).

Ainda, deve-se motivar abordagens complementares que envolvam
estudos com associacao do guia genémico com a finalidade de identificar genes que
estdo envolvidos no fenotipo desses quadros. Nesse contexto, cépias analisadas de
variagbes em numeros, sequenciamentos baseados em ensaios de descobertas
raras e modelos de andlise habilitados pelo alto rendimento de genotipagem e
sequenciamento do exame do genoma inteiro devem ser incluidos e alguns passos
l6gicos como, por exemplo: realizagdo de pesquisas sobre um refinamento no
fendtipo, a fim de otimizar a detec¢do de variantes genéticas que conferem risco
para AN; examinar os fenétipos alternativos bem como usando outros fenétipos
refinados, baseados em andlises de classificacdo e modelos de estudos

experimentais em amostras maiores, poderiam ser utilizadas a fim de compensar as
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deficiéncias dos métodos tradicionais de genes candidatos para a AN (LANDT et al.,
2008; PINHEIRO et al., 2010; ROOT et al., 2011).

Pesquisas adicionais estdo sendo aguardadas para auxiliar a conclusao
de alguns desses desafiadores resultados. Em ultima analise, a integracao de todos
esses campos em pesquisa genética promovera conhecimentos sobre essa doenca
e auxiliard o desenvolvimento de novas terapéuticas e regimes de tratamento
(CLARKE; WEISS; BERRETTINI, 2012; KLUMP; CULBERT, 2007).
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8 CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

A partir da composicdo de um grupo de pacientes e ex-pacientes
portadores de TA (GP=29) e um grupo controle formado por mulheres saudaveis
(GC=78) com o objetivo de investigar a influéncia genética nessas doencas, as
seguintes conclusbes podem ser apontadas:

- a idade e o IMC dos grupos foram semelhantes, sendo que a aplicacao
do EAT-26 foi util como critério de sele¢ao do GC;

- foi possivel identificar SNPs dos genes (5HT.x, BDNF e ERp) e
comparar a frequéncia entre os grupos, nao se encontrando diferenca significativa
da presenca deles e o risco de TA.

Esses resultados corroboram outros estudos da literatura que também
nao encontraram diferengas na frequéncia de SNPs em grupos semelhantes. Um
dos fatores que dificulta a confirmacao dessa hipotese é a baixa incidéncia de TA na
populacéo.

Sendo assim, futuros estudos sdo necessarios, envolvendo tamanho
amostral maior, assim como investigacoes que analisem a influéncia da
heterogeneidade étnica assim como a identificacdo mais detalhada de genes
candidatos para tais quadros clinicos. Estudos multicéntricos e a organizacao de
bancos de dados que armazenem material genético possibilitardo a obtencao de
resultados mais promissores nessa area de conhecimento.

Como pesquisa pioneira e inédita no Brasil, este estudo abre fronteiras
para a comunidade cientifica no desenvolvimento de novas abordagens que
elucidem a influéncia da genética na etiologia dos TAs. Estes resultados irdo
contribuir para a aquisicido de novas estratégias de tratamento e proporcionar
respostas mais eficazes nesses quadros tao desafiadores.
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ANEXO A - Teste de atitudes alimentares (eat-26)

Nome:

Peso: Altura

Idade:

94

Por favor, responda as seguintes
questoes:

Sem Muit

as
Vez
es

As
Vez
es

Qua
se
nunc

1 - Fico apavorada com a idéia de
estar engordando.

2 - Evito comer quando estou com
fome.

3 - Sinto-me preocupada com 0s
alimentos.

4 - Continuar a comer em exagero faz
com que eu sinta que nao sou
capaz de parar.

o| Ol O] O

Oo| O] O

o| Ol O

O O| O] O~

5- Corto os meus alimentos em
pequenos pedacos.

O

o

O

o

6 - Presto atencdo a quantidade de
calorias dos alimentos que eu
como.

O

O

O

O

7 - Evito, particularmente, =~ 0s
alimentos ricos em carboidratos
(ex. pao, arroz, batatas, etc.)

O

O

O

O

8 - Sinto que os outros gostariam que
eu comesse mais.

9 - Vomito depois de comer.

10 - Sinto-me extremamente culpada
depois de comer.

11 - Preocupo-me com o desejo de ser
mais magra.

12- Penso em queimar calorias a
mais quando me exercito.

13 — As pessoas me acham muito
magra.

14 - Preocupo-me com a idéia de
haver gordura em meu corpo.

15 - Demoro mais tempo para fazer
minhas refeicbes do que as
outras pessoas.

o| Ol O] O O] 0|0l O

ol O] O O] O] 0|0 O

o| Ol O] O] O] 0|0l O

o| Ol O] O] O] 0|0l O

ol O] O O] O] 0|0 O

o| Ol O] O] O] 0|0l O

16 — Evito comer alimentos que
contenham acucar.

17 - Costumo comer alimentos
dietéticos.

18 — Sinto que os alimentos controlam
minha vida.

19 - Demostro auto-controle diante
dos alimentos.

o| ol o] ©O

o O] o] ©O

o| ol o] ©O

o| Ol o] ©O

o O o] ©O

o| ol o] ©O
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20 - Sinto que o0s outros me
pressionam para comer.

21 - Passo muito tempo pensando em
comer.

22 — Sinto desconforto apds comer
doces.

23 - Faco regimes para emagrecer.

24 - Gosto de sentir meu estbmago
vazio.

25 - Gosto de experimentar novos
alimentos ricos em calorias

26 — Sinto vontade de vomitar apés as
refeicdes.

o| Ol 0|0l O O] ©O

o O] 0|0l O] O ©

o| Ol 0|0l O O] ©O

o| Ol 0|0l O O] ©O

o O] 0|0l O] O ©

o| Ol 0|0l O O] ©O

EAT (R) David M. Garner & Paul E. Garfinkel (1979), David M. Garner et al., (1982)



ANEXO B - Aprovacéo do Projeto no CEP-HC

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA
DE RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SA0 PauLo (il =l 48

USP - RIBEIRAO

assisténcia - ensino - pesquisa

l

www.hcrp.usp.br

Ribeirao Preto, 23 de fevereiro de 2010

Oficio n° 476/2010
CEP/MGV

Prezadas Senhoras,

0] trabalho  intitulado = “ASSOCIACAO DE
POLIMORFISMOS DE GENES CANDITADOS E TRANSTORNOS
ALIMENTARES” foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa, em sua
302% Reunido Ordinaria realizada em 22/02/2010 e enquadrado na
categoria: APROVADO, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, de acordo com o Processo HCRP n° 7099/2009.

Este Comité segue integralmente a Conferéncia
Internacional de Harmonizag¢do de Boas Prdticas Clinicas (IGH-GCP), bem
como a Resolugdo n° 196/ 96 CNS/ MS.

Lembramos que devem ser apresentados a este CEP, o
Relatoério Parcial e o Relatério Final da pesquisa.

Atenciosamente.

R*MARCIA GUIMARAES VILLANOVA

-Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Ilustrissimas Senhoras

FELICIA BIGHETTI

PROF® DR* ROSANE PILOT PESSA RIBEIRO (Orientadora)
Escola de Enfermagem de Ribeirao Preto-USP

Comité de Etica em Pesquisa HCRP e FMRP-USP - Campus Universitario
FWA — 0000 2733; IRB — 0000 2186 e Registro SISNEP/CONEP n° 4
Fone (16) 3602-2228 - E-mail : cep@hcrp.usp.br
Monte Alegre 14048-900 Ribeirdo Preto  SP
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ANEXO C - Aprovagao do CEP-HC para a criacdo do banco de amostras dos genes

www.hcrp.usp.br USP - RIBEIRAO

assisténcia - ensino - pesquisa

Ribeirao Preto, 09 de junho de 2010

Oficio n® 1832/2010
CEP/MGV

PROCESSO HCRP n° 1221/2010

Prezado Professor,

O Comité de Etica em Pesquisa em sua 309* Reunido
Ordinaria realizada em 07.06.2010, recebeu a “Proposta para Criacao do
Banco de Amostras denominado: Estudos de Genes em Transtornos
Alimentares” e a enquadrou na categoria: APROVADO, bem como o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para guarda de material
bioldgico.

Atenciosamente.

f\ ( () Ve
Sumesaaallouese

DR® CIA GUIMARAES VILLANOVA

Vice-Coordenadora do Comité de Etica

em Pesquisa do HCRP e da FMRP-USP

Ilustrissimo Senl:lor
PROF. DR. JOSE ERNESTO DOS SANTOS
Depto. de Clinica Médica

Comité de Etica em Pesquisa HCRP e FMRP-USP - Campus Universitario
FWA-00002733; IRB-00002186 e Registro SISNEP/CONEP n°4
Fone (16) 36022228 - E-mail : cep@hcrp.usp.br
Monte Alegre 14048-900 Ribeirdo Preto  SP
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APENDICE A — Termo de consentimento livre e esclarecido

Meu nome é Felicia Bighetti Sarrassini, sou nutricionista e aluna de p6s
graduacao, nivel doutorado, pela Escola de Enfermagem de Ribeirdao Preto-USP.
Gostaria de convida-la para participar de uma pesquisa que estou realizando sobre
Transtornos Alimentares, cujo objetivo é investigar a associacdo de alguns genes
com esses quadros em jovens do sexo feminino, avaliar o seu estado nutricional,
pelas medidas de peso e altura e determinar a freqléncia dos genes de
polimorfismos.

Caso vocé aceite, farei medidas de seu peso e altura a fim de conhecer
seu estado nutricional atual, necessito que vocé preencha um questionario
relacionado a atitudes alimentares para eu conhecer a maneira que vocé se
relacionada com sua alimentacao e com seu corpo e que vocé faca um exame de
sangue, onde sera colhido 10 mL de sangue por um técnico especializado sem
necessidade de vocé estar em jejum. Esse procedimento sera realizado no
Laboratério de Nutricao do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto — USP ou em sua casa em dia de sua preferéncia. Essa coleta de
dados levara, no maximo, quarenta minutos, sendo que 0s mesmos nao provocarao
desconfortos significativos, pois a maioria deles (afericdo de peso, altura e
preenchimento do questionario) serao nao métodos invasivos, apenas a coleta de 10
mL de sangue, considerado um método invasivo, podera Ihe causar algum grau de
desconforto.

Saliento que a sua participacao é voluntaria, vocé tem toda a liberdade
de se recusar a participar ou mesmo retirar o consentimento em qualquer fase da
pesquisa, sem prejuizo para o atendimento/seguimento no servico de saude do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP. Nao
havera recompensa financeira pela sua participacao.

Garanto a vocé total sigilo assegurando sua privacidade quanto aos
seus dados envolvidos nesta pesquisa, que a qualguer momento do estudo vocé
podera receber ou solicitar esclarecimentos adicionais sobre quaisquer aspectos
relativos ao mesmo e que tudo o que for dito sé sera utilizado para esta pesquisa e
vocé nao serd identificada em momento algum, podendo seu nome ser trocado para

evitar identificacdo. E importante que vocé esteja ciente da possibilidade de
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publicacdo deste trabalho ou apresentacao dos resultados em congressos e outros
eventos cientificos.

O termo de consentimento esta impresso em duas vias, sendo que
uma delas ficard com vocé ou seu responsavel, caso vocé tenha idade inferior a 18
anos e a outra com o pesquisador. Qualquer duvida que vocé tiver a qualquer
momento, antes ou durante a pesquisa devera ser esclarecida por mim.

Diante do exposto acima, eu (nos),

, RG da participante e dos pais ou

responsaveis / , declaro (declaramos) estar
(estarmos) ciente (s) das informacdes recebidas e concordo (concordamos) em

participar voluntariamente deste estudo.

Assinatura da participante:

Assinatura dos pais ou responsaveis (para sujeitos menores de 18

anos):

Ribeirao Preto, de de 2010.

Pesquisadora:

Felicia Bighetti Sarrassini

Rua Severiano Amaro dos Santos, 700 Bairro: Jardim
Botanico — Ribeirdo Preto — SP

Fone: (16) 9218-8010

Orientadora da Pesquisa:

Profa. Dra. Rosane Pilot Pessa Ribeiro
Fone: (16) 3602-4319
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APENDICE B - Termo de consentimento para banco de amostras
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto Universidade de Sao Paulo

Termo de Consentimento para guarda de material biolégico

Eu, Felicia Bighetti Sarrassini, declaro ser responsavel pelo banco de
amostras “Estudos de genes em Transtornos Alimentares” criado no Hospital das
Clinicas de Ribeirdo Preto com o objetivo de guardar amostras de sangue e DNA
para futuras pesquisas.

Este material serd coletado por um exame de sangue, onde sera
colhido 10 mL de sangue por um técnico especializado sem necessidade de vocé
estar em jejum. Esse procedimento sera realizado no Laboratério de Nutricdo do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdao Preto — USP ou em sua
casa em dia de sua preferéncia. Ap6s coletado, serda guardado no mesmo
laboratério.

Desta forma, gostaria de convida-la para guardar uma amostra de
sangue sua para fins de pesquisa e analise cientifica. Sua participacao é voluntaria,
tendo liberdade de aceitar ou ndo que sua amostra seja guardada, sem risco de
qualquer penalizacdo ou prejuizo no atendimento que Ihe for prestado. Vocé
também tem o direito de retirar seu consentimento a qualquer momento.

Eu me comprometo a identificar as amostras e os dados coletados de
modo que garanta o seu sigilo e a sua confiabilidade; para isso, sua amostra de
sangue sera identificada por meio de um namero.

Vocé deverad me informar de todos os dados para que eu possa
encontra-la, garantindo fornecer as informacdées de seu interesse. Além disso,
podera receber eventuais beneficios provenientes do estudo com seu material
bioldgico.

Declaro que toda nova pesquisa a ser feita com o seu material sera
buscado novamente seu consentimento especifico, bem como sera submetida ao
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das Clinicas e da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto da Universidade de Sao Paulo.

Agradeco a colaboragdao, colocando-me a disposicdo para o0s
esclarecimentos que se fizerem necessarios.

Atenciosamente,
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Felicia Bighetti Sarrassini — pesquisadora
Rua: Severiano Amaro dos Santos, 700. Ribeirao Preto-SP
Celular: (16) 9218-8010

Certificado de Consentimento

Eu, , RG:

morador (a) na

Rua , n° , ha cidade de

, telefone abaixo

assinado, tendo recebido as informagdes acima, aceito que minha amostra de
material biolégico seja armazenada no Hospital das Clinicas de Ribeirdo Preto, sob a
responsabilidade do Prof. Dr. José Ernesto dos Santos, para fins de pesquisa e

analise cientifica.

Ribeirao Preto, de de 2010.

Assinatura do doador ou Responsavel



