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MLPA - multiplex ligation-dependent probe amplification
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I - INTRODUCAO

I.1 - Conceito

Obesidade é definida como o resultado de um desequilibrio entre a
ingestao de calorias e o gasto de energia (Chung and Leibel, 2005).

A obesidade sempre existiu na populacdo humana, mas até pouco
tempo era comparativamente rara. Nunca antes na historia houve
tamanha abundancia de alimentos processados e tao ricos em energia.
Porém, o preco deste progresso esta comecando a ser percebido na
populacdao com o grande aumento dos indices de obesidade, diabetes e
doencas cardiovasculares. A ultima estimativa feita pela Organizacao
Mundial da Saude em 2006 calculou que 400 milhdées de pessoas no
mundo estao obesas. Esta transicdo nutricional combinada com o
aumento consideravel do estilo de vida sedentario esta promovendo um
ambiente “obeso”, que de acordo com a Organizacao Mundial da Saude, é
o maior fator de risco para a saude humana no mundo (Drewnowski and
Popkin, 1997).

O indice de massa corporal (IMC) € um método simples e
amplamente difundido para se medir a gordura corporal. A medida foi
desenvolvida na Bélgica, no século XIX pelo estatistico Adolphe Quételet. O
IMC é calculado dividindo-se o peso do individuo em quilos pelo quadrado
de sua altura em metros. A seguinte convencao de valores, publicada em
2000 pela Organizacao Mundial de Saude, estabelece que quem apresenta

IMC abaixo de 18,5 esta abaixo do peso normal, IMC entre 18,6 e 24,9 ¢



considerado de peso normal, IMC entre 25 e 29,9 apresenta sobrepeso,
IMC entre 30 e 39,9 a pessoa esta obesa e IMC acima de 40 é considerado
obesidade moérbida (Cole et al., 2000).

Diferentes causas da obesidade foram apontadas nos ultimos 100
anos. No comeco do século vinte, assumiu-se que disfuncées do
hipotalamo levavam a obesidade (Frohlich, 1901). Dos anos 40 até os anos
70, achava-se que os aspectos psicologicos tinham o papel mais
importante na causa da obesidade (Bruch, 1964). No final dos anos 70, a
atribuicao da causa aos aspectos psicologicos comecou a ser discutida e
estudos realizados no final dos anos 80 e inicio dos anos 90, com gémeos
e criancas adotadas indicaram que 80% da variacao do IMC é atribuida a
fatores genéticos (Bouchard, 1990,1994). Uma analise do gasto de energia
na infancia sugeriu que filhos de maes com sobrepeso tém tendéncia
aumentada de armazenar gordura, quando comparados com filhos de
maes com peso “saudavel” (Barness et al., 2007).

Mais recentemente, aumentaram as evidéncias para a hipotese de
que a obesidade € um distarbio neuroendoécrino, no qual fatores
ambientais e a predisposicdo genética agem em conjunto (Hebebrand,
2007; Hebebrand et al.,, 2003, Hebebrand et al., 2009 ). O Human Obesity
Gene Map € um catalogo que lista todos os marcadores, genes e mutacoes
associados com o fenotipo obesidade e € revisado e atualizado
regularmente. A ultima atualizacao, publicada em 2006 apresentou 127
genes candidatos, resultado de 426 associacoes positivas com o fenotipo

obesidade. Dentre estes genes, 23 sao ressaltados por terem pelo menos



cinco estudos positivos cada (Tabela 1, pag 5). Estudos de associacao de
grande escala por todo genoma demonstraram que a predisposicao
genética, em muitos casos, € decorrente do efeito da combinacdo de

variantes poligénicas (Hinney et al.., 2010).

I.2 - Obesidade nao sindromica

I.2.1 - Obesidade Monogénica

A importancia destes fatores € também ilustrada pela identificacao
de formas monogénicas de obesidade, caracterizadas pela presenca de
obesidade prematura grave como principal caracteristica (O’Rahilly et al.,
2003). Ha uma forte hipotese de que alguns genes tenham papel
fundamental na regulacdao do funcionamento da célula de gordura
(Dahlman and Arner, 2007).

Estudos com familias, principalmente as consanglineas, com
individuos extremamente obesos, na maioria dos casos com alguma
caracteristica adicional, como hiperinsulinismo ou infertilidade, tiveram
muito sucesso na deteccao de mutacoes em genes humanos; essas estao
descritas na Tabela 2 (pag 11). Estes trabalhos foram fundamentais para a
elucidacao da via da leptina-melanocortina (Farooqi et al., 2005; Farooqi et

al., 2008).



Lista de 23 associacoes positivas de genes com obesidade ou fenotipos relacionados a obesidade.

Simbolo do

gene

ACE
ADIPOQ
ADRB2
ADRB3
DRD2
FTO
GNB3

HTR2C
IL6
INS

LDLR

LEP
LEPR
LIPE
MC4R
NR3C1

PLIN
PPARG
RETN
TNF
UCP1
UCP2
UCP3

Nome completo

Enzima conversora da angiotensina 1 (peptidyl-dipeptidase A)
Adiponectina, CIQ e dominio de colageno
Receptor de superficie adrenergico beta-2
Receptor Adrenergico beta-3
Receptor de dopamina D2
Fatso (massa de gordura e obesidade associadas)
Peptideo beta 3 da proteina de ligacao de nucleotideos
Guanina (proteina G)
Receptor 2C de 5-hidroxitriptamina (serotonina)
Interleucina-6 (interferon, beta 2)
Insulina
Receptor de lipoproteina de baixa densidade
(hipercolesterolemia familiar)
Leptina
Receptor de Leptina
Lipase, hormonio-sensitiva
Receptor 4 de Melanocortina
Receptor Nuclear 1 da subfamilia 3, grupo C
(receptor glicocorticéide)
Perlipina
Receptor gama ativado de peroxisoma ploriferativa
Resistina
Fator de necrose tumoral (membro 2 da superfamilia TNF)
Proteina desacopladora 1 (mitocondrial, transportador de prétons)
Proteina desacopladora 2 (mitocondrial, transportador de protons)
Proteina desacopladora 3 (mitocondrial, transportador de prétons)

Adaptada de Walley et al. (2006) e http://obesitygene.pbrc.edu/

Localizacao

17q24.1
3927
5q31-q32
8pl2-pl1.2
11923.2
16q12.2
2p13.31

Xq24
7p21
11p15.5
19p13.2

7q31.3
1p31
19q13.2
18qg22
5q31

15926
3p25
19p13.2
6p21.3
4928-q31
11q13.3
22q13

Num. de estudos

6
11
20
29

5

6
14



I.2.1.1 - Deficiencia de Leptina ou do Receptor de Leptina

A leptina € um hormonio de saciedade, secretado pelo tecido adiposo
na corrente sanglinea, que sinaliza no hipotalamo a quantidade de
gordura depositada. Niveis aumentados de leptina sdo registrados pelo
receptor de leptina. O sinal € entdo encaminhado para o receptor 4 de
melanocortina (MC4R). O hormonio produzido pelo gene pro-
opiomelanocortina (POMC) induz o efeito de saciedade via MC4R. Os
estudos mostraram que mutacdoes em qualquer um dos genes desse
sistema podem ser responsaveis pelo desenvolvimento da obesidade
(Farooqi et al., 2008). Esta via interage com outros centros cerebrais para
coordenar o apetite e modular sinais para a periferia, regulando o
metabolismo e o gasto energético. Niveis reduzidos de leptina enviam um
sinal de privacdao nutricional, iniciando uma resposta adaptativa para
conservar energia, manifestada pelo aumento de ingestao de alimentos,
diminuicao do gasto de energia e disturbios endoécrinos (Flier, 1998).

Dentre os pacientes com obesidade prematura grave e hiperfagia de
familias consangliineas, a prevaléncia de mutacoes em LEP € de 1% e em
LEPR 2%-3%. Em 1997, Montague et al, relataram dois primos
gravemente obesos, de uma familia consangliinea de origem paquistanesa,
que eram homozigotos para uma mutacdo no gene LEP, que resultava em
uma proteina truncada, que nao era secretada. A primeira mutacdo no
gene LEPR foi relatada em 1998, em trés adultos de uma familia

consangulinea de origem Algeriana, resultando em um receptor de leptina



mutante com falta de dominios intracelulares e de transmembrana, o que
resultava em niveis muito elevados de leptina (Clement et al., 1998).

Os fenotipos associados a deficiéncia de leptina ou de receptor de
leptina sao similares. Os portadores apresentam peso normal ao
nascimento, porém nos primeiros meses de vida ocorre um rapido ganho
de peso, levando a obesidade grave. A porcentagem de gordura corpoérea €
de aproximadamente 58% para portadores de mutacdo em LEP e 52% para
a mutacao em LEPR, enquanto que o normal € entre 15% e 25%. Todos os
portadores apresentam niveis de insulina desregulados e alguns
desenvolvem diabetes tipo 2 na terceira ou quarta década de vida
(Farooqui et al., 2007).

Apesar da deficiéncia de leptina ser rara, a doenca é inteiramente
tratavel com injecoes subcutaneas diarias de leptina humana
recombinante, com efeitos benéficos contra a hiperfagia e o acumulo de

gordura corporal (Licinio et al., 2004).

I.2.1.2 - Deficiéncia de pro-opiomelanocortina

O gene codificante de pro-opiomelanocortina, POMC, foi um dos
primeiros genes do genoma humano a ser clonado ha mais de vinte anos
atras (Takeuchi et al.,, 1999). Por muito tempo se soube que neurdnios do
hipotalamo estavam envolvidos na regulacao do peso corporeo, a partir da
observacao que tumores nesta regido, assim como lesdées em modelos
animais, resultavam em obesidade (Elmquist et al,, 1999). Observou-se

entdo que a expressdo do gene POMC aumentava nestes neuronios,



quando se administrava a leptina (Fan et al., 1997). Ao mesmo tempo, o
papel principal do receptor 4 de melanocortina, relacionado com a
manutencao do peso corporeo, foi descoberto (Huszar et al., 1997).
Baseado nesses conhecimentos e de varios estudos realizados em varias
espécies, foi descrita a via que liga a leptina, o receptor de leptina, a pro-
opiomelanocortina e finalmente o estimulo do receptor 4 de melanocortina.

Os portadores da deficiéncia de pro-opiomelanocortina apresentam
insuficiéncia adrenal causando deficiéncia de corticotropina, levando ao
hipocortisolismo. Os primeiros estudos procurando mutacoes no gene
POMC foram realizados devido a insuficiéncia adrenal , que pode ser letal
devida a hipoglicemia, ocorrendo principalmente em infeccoes graves ou
falha hepatica, durante a vida neonatal. A administracdo de
hidrocortisona via oral reverte os sintomas, portanto pacientes com
deficiéncia de corticotropina podem viver normalmente (Nussey et al,
1993). Ao observarem modelos animais com obesidade nos estudos da via
leptina-melanocortina, da qual a pro-opiomelanocortina faz parte,
comecou-se a procurar mutacoes em POMC em um grupo de criancas que
apresentavam obesidade, hipocortisolismo e hipopigmentacdao na pele e
nos cabelos. Foram encontradas mutacoes que inativam o gene POMC em
seis criancas de familias diferentes com estas caracteristicas (Krude et al.,
1998, 2003; Farooqui et al.,, 2006). Estas criancas sao homozigotas ou
heterozigotas compostas para as mutacoes, o que leva a perda total de

funcionamento do gene POMC. Os genitores sao heterozigotos, com niveis



normais de cortisol, evidenciando o padrao de heranca recessivo destas

mutacoes.

I1.2.1.3 - Deficiéncia do receptor 4 de melanocortina humana

Os receptores 3 e 4 de melanocortina sdo altamente expressos no
sistema nervoso central e tem um papel importante no controle de
ingestao de alimentos e equilibrio energético. Em 1998, mutacoes
heterozigotas em MC4R foram identificadas em humanos, as quais foram
associadas a obesidade de heranca dominante (Vaisse et al.,1998; Yeo et
al., 1998). Desde entao, mutacoes heterozigotas em MC4R encontradas em
pessoas obesas de todas as etnias tém sido relatadas e representam a
causa conhecida mais comum de obesidade monogénica em humanos
(Alharbi et al., 2007).

Enquanto a maioria dos estudos encontrou uma penetrancia de
100% em portadores heterozigotos com obesidade prematura, outros
descreveram portadores da mutacao que nao eram obesos. Outros estudos
realizados em varias familias com individuos homozigotos para a mutacao
em MC4R relataram que os individuos homozigotos eram mais obesos que
os heterozigotos e coincidentemente nessas familias havia individuos
portadores heterozigotos da mutacao que nao eram obesos. Levando em
conta todas estas observacoes, codominancia com variacdo de
expressividade e penetrancia, seria o modo de heranca mais apropriado

para a deficiéncia do receptor 4 de melanocortina (Farooqui et al., 2003).



Além do aumento de gordura corporal, os portadores desta
deficiéncia também apresentam aumento da massa magra, o que nao €
observado nas outras formas monogénicas de obesidade. As criancas
portadoras apresentam crescimento linear aumentado, assim como
hiperinsulinemia precoce (Farooqui et al., 2000). A deficiéncia do receptor
4 de melanocortina também causa pressao arterial baixa (Ni et al., 2006).
Os portadores da deficiéncia apresentam hiperfagia, mas nao tao grave
como a observada na deficiéncia de leptina. Uma caracteristica notavel
desta deficiéncia € que alguns sinais fenotipicos sdo amenizados com o
tempo. Adultos portadores relatam sentir menos fome e sdo menos
hiperinsulinémicos (Farooqui et al., 2003).

Apesar de se crer que as formas comuns de obesidade sao
causadas pela interacdo do meio ambiente com um pequeno numero de
genes, cada um com um impacto limitado, estes modelos de obesidade
citados acima tém sido cruciais para a determinacao dos mecanismos de

regulacao do equilibrio de energia.

1.3 - Obesidade Sindromica

Outro grupo de casos de obesidade pode ser distinguido pela
presenca de varias anormalidades associadas, as quais incluem o retardo
mental (RM) na maioria dos casos. Obesidade sindromica é definida como
a obesidade ocorrendo em conjunto com varias caracteristicas clinicas

distintas. Mais de vinte e cinco formas sindromicas de obesidade ja foram

10



11

Genes de obesidade monogénica.

Nimero OMIM Gene Localizacao
600456 NTRK2 9g22.1
601751 GPR24 22q13.3
162150 PCSKI 5q15-g21
176830 POMC 2p23.3
164160 LEP 7931.3
602034 CRHR2 7614.3
155541 MCH4R 18qg22
122561 CRHRI 17q12-q22
601007 LEPR 1p31
603128 SIMI 6q16.3-g21
601665 MC3R 20q13.2-q13.3

Adaptada de http:/ /obesitygene.pbrc.edu/



identificadas (Chung and Leibel, 2005). Para os clinicos, o diagnostico
destas sindromes é um desafio devido a sobreposicao de seus fenoétipos,
enquanto que para os pesquisadores estas sindromes sdo uma potencial
fonte de esclarecimento das causas das formas comuns de obesidade
(Delrue and Michaud, 2004).

Algumas das formas de obesidade sindréomica, nas quais a base
genética ja foi parcial ou completamente elucidada, estdo nas tabelas 3, 4

e 5 e descritas a seguir.

1.3.1 - Sindrome de Prader-Willi

A sindrome de Prader-Willi (PWS) é a forma sindromica mais comum
de obesidade, com incidéncia estimada entre 1:15.000 e 1:20.000
nascimentos.

A PWS é caracterizada por hipotonia neonatal com dificuldade de
succao, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM), hiperfagia,
obesidade, baixa estatura na adolescéncia, maos e pés pequenos,
hipogonadismo, dificuldade no aprendizado e comportamento obsessivo-
compulsivo (Prader et al.,, 1956; Holm et al., 1993).

PWS e a sindrome de Angelman (AS) foram os primeiros exemplos de
doencas relacionadas ao imprinting gendémico no Homem: enquanto que a
PWS é uma sindrome de genes contiguos e resulta da auséncia de
expressao de genes ativos no cromossomo paterno, a AS resulta da

auséncia de expressdao de um gene, UBE3A, que apresenta expressao
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exclusivamente materna no cérebro, atuando particularmente nas células
de Purkinje, neurdnios do hipocampo e células mitrais do bulbo olfatério
(Albretch et al., 1997).

Existem trés classes de alteracdoes moleculares que podem originar
PWS: aproximadamente 70% dos casos apresentam delecdo paterna do
segmento 15q11-q13, 20-25% sao provenientes de dissomia uniparental
do cromossomo 15 (UPD) materna e por volta de 5% apresentam defeito no
centro de imprinting (IC) do cromossomo 15 paterno.

Comparacoes entre o fenétipo de pacientes com PWS por delecao e
por UPD mostraram que a hipopigmentacao € mais freqiiente entre os
pacientes com delecao, enquanto que o aumento da idade materna e o
menor comprimento ao nascimento sdo mais freqiientes em pacientes com
UPD (Cassidy et al., 1997, Gunay-Aygun et al., 1997; Fridman et al., 2000;
Varela et al, 2005). Além disso, Boer et al. (2002) observaram que
pacientes PWS por UPD eram mais susceptiveis a disturbios psicoticos e
Webb et al. (2002) relataram maior frequiiéncia no alto limiar para dor e
nos disturbios de sono entre pacientes com UPD, enquanto que menor
capacidade de regulacao da temperatura corporea e habilidade em montar

quebra-cabecas eram mais frequientes entre os individuos com delecao.

I.3.2 - Diagnoésticos Diferenciais da Sindrome de Prader-Willi

Para fazer o diagnoéstico diferencial da PWS € necessario considerar

as diferentes fases da doenca. Na primeira fase, a PWS pode ser
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confundida com uma série de afeccoes que causam a hipotonia neonatal,
particularmente os disturbios neuromusculares, tais como as miopatias
congénitas, a atrofia muscular espinal, miastenia neonatal, distrofia
muscular congénita grave, sindrome de Charcot-Marie-Tooth e sindrome
de Zellweger. Posteriormente, na infancia e idade adulta, um numero de
afeccoes nas quais retardo mental e do desenvolvimento estdo associados
com obesidade sao incluidas no diagnédstico diferencial. Doencas
acompanhadas de RM nas quais a obesidade € ocasional, como por
exemplo, a sindrome do X-fragil, podem ser confundidas com a PWS. Nos
ultimos anos, a ocorréncia de delecoes nas regioes cromossomicas 6q16.2
(Gilhuis et al.,, 2000; Faivre et al., 2002; Varela., 2006), 9q34 (Cormier-
Daire et al, 2003) e 1p36 (D’angelo et al, 2006) que caracterizam
sindromes, tém se revelado importantes no diagnoéstico diferencial da

PWS.

I.3.2.1 - Sindrome de delecao terminal 1p36

As delecoes cromossomicas distais 1p36 sao resultantes de delecoes
terminais e intersticiais, que apresentam variacoes no tamanho gendémico
perdido e diferentes pontos de quebra (Wu et al.,, 1999) e a gravidade do
fenotipo esta associada com a extensao das delecoes (Shapira et al., 1997).
A sua prevaléncia esta estimada em 1 para 5000 recém nascidos,

tornando-a a delecao terminal mais comum (Shaffer et al., 2001).
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Esta delecao esta associada a hipotonia e atraso do DNPM,
anomalias do crescimento (atraso, microcefalia e obesidade), dismorfismos
craniofaciais e malformacoes congénitas (malformacdes cardiacas
menores, cardiomiopatia e dilatacao do ventriculo cerebral) (Slavotinek et
al., 1999).

A similaridade fenotipica entre pacientes com delecoes 1p36 e
pacientes com a sindrome de Prader-Willi foi pela primeira vez
mencionada por Wargowski et al.,, 1991 e em seguida por Keppler-Noreuil
et al., (1995), que descreveram pacientes com a delecdao 1p terminal que
apresentavam problemas de alimentacao na infancia com pouco ganho de
peso, mas que subseqUentemente desenvolveram obesidade e/ou
macrossomia, semelhante aos pacientes com PWS. Outros autores
também descreveram pacientes com a delecado 1p36 e um fendtipo
semelhante ao da sindrome de Prader-Willi (Shapira et al., 1997; Rio et al.,
2002, D"Angelo et al., 2006), bem como um caso de mosaicismo para esta
delecao com quadro clinico da PWS (Eugster et al., 1997). Em um estudo
realizado com pacientes com a delecao 1p36 e fenotipo Prader-Willi-like,
D"Angelo et al. (2010) sugeriram uma regiao em 1p36 para obesidade e
hiperfagia, compreendida entre 2.0-3.0 Mb do telomero de 1p, onde estao
localizados os genes PRKCZ, que esta envolvido com a via sinalizadora de
insulina, e, o gene PLCH2, que tem funcao nos processos metabolicos de

lipidios.
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I1.3.2.2 - Haploinsuficiéncia de SIM1 e delecao da regiao

cromossomica 6q16.2

Oito pacientes com fenoétipo semelhante ao da sindrome de Prader-
Willi foram descritos apresentando delecoes intersticiais no braco longo do
cromossomo 6 (Turleau et al.,, 1988; Stein et al.,, 1996; Villa et al., 1995;
Gilhuis et al.,, 2000; Faivre et al.,, 2002; Varela et al.,, 2006; Klein et al.,
2007; Wang et al, 2008). Esses pacientes apresentaram basicamente
hipotonia (7/8), problemas de alimentacdo na infancia (4/6), obesidade
(7/8), atraso grave do DNPM (8/8), hiperfagia (4/6) e disturbios de
comportamento (3/6). Todos apresentaram alguma malformacao
craniofacial e problemas oftalmoldgicos, baixa implantacdo das orelhas
(5/8) e poucos apresentaram problemas cardiacos (2/8).

A regiao cromossomica 6ql16.2 contém o gene SIMI que codifica o
fator de transcricao bHLH-PAS. Varias observacoes sugerem que a
haploinsuficiéncia de SIM1 contribui na obesidade presente em criancas
que apresentaram delecao intersticial em 6q16.2. Inclusive, uma crianca
com uma translocacao equilibrada que interrompeu o gene SIMI
apresentou obesidade grave associada a alta estatura (Holder et al,
2000). Avaliacoes metabolicas nao revelaram diminuicao no gasto de
energia, porém, ela apresentava hiperfagia. Verificou-se também que SIMI
€ expresso em uma regiao discreta do hipotalamo que esta envolvida com

controle do consumo de alimentos (Micheud et al., 2001).
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I1.3.2.3 - Delecao terminal 9q34

Cormier-Daire et al. (2003) descreveram dois pacientes com delecao
terminal de 9q34 portadores de atraso do DNPM, RM, obesidade,
braquicefalia, prognatismo, criptorquidia, distirbios de sono e de
comportamento. A partir da descricao destes casos, essa delecao passou a
ser considerada como hipotese diagnostica para casos de obesidade e RM
sem causa esclarecida. Pelo menos 20 genes estao localizados na regiao
deletada. Dos outros treze pacientes descritos com delecdo terminal de
9q34, apenas dois apresentaram obesidade, apesar de que trés deles
morreram recém-nascidos devido a problemas cardiacos congénitos

(Goldstone and Beales, 2008).

1.3.3 - Sindrome de Bardet-Biedl

A sindrome de Bardet-Biedl (BBS) tem incidéncia estimada em
1:100.000 nascimentos, caracterizada por obesidade acompanhada por
varias complicacoes metabodlicas, RM, atraso do DNPM, hipogenitalismo,
distrofia retiniana, polidactilia, problemas renais, fibrose hepatica,
diabetes e hipertensao (Barness et al., 2007).

BBS é uma sindrome geneticamente heterogénea, causada por
mutacoes em pelo menos doze loci genéticos ja mapeados até o momento:
BBSI em 11ql13 (Mykytyn et al,, 2002), BBS2 em 16q21 (Nishimura et al.,

2001), BBS3 em 3ql1 (Fan et al.,, 2004), BBS4 em 15922 (Mykytyn et al.,
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2001), BBS5 em 2q31 (Li et al.,, 2004), BBS6 em 20pl12 (Katsanis et al.,
2000), BBS7 em 4q27 (Badano et al.,, 2003a), BBS8 em 14932 (Ansley et
al., 2003), BBS9 em 7pl4 (Nishimura et al., 2005), BBSI0 em 12q21
(Stoetzel et al., 2006), BBS11 em 9q31 (Chiang et al., 2006) e BBS12 em
4927 (Stoetzel et al., 2007), o que ocasiona uma grande variabilidade
clinica, dificultando a correlacdao genoétipo-fenotipo. Algumas observacoes
foram documentadas, como por exemplo, os portadores de BBS1 sao mais
altos que seus pais comparados aos portadores de BBS2 e BBS4 (Farooqi e
O’Rahilly, 2005). Provavelmente mais genes serao identificados, pois
apenas 70% dos portadores da sindrome de Bardet-Biedl apresentam
mutacoes nos genes ja descritos.

A BBS sempre foi considerada uma doenca de heranca autossémica
recessiva, porém um estudo realizado em 2001, por Katsanis et al.,
mostrou que ela também pode ser herdada de uma forma mais complexa,
a heranca trialélica. O estudo investigou os genes BBS2 e BBS6 em 163
familias, e em quatro delas foram encontrados portadores que
apresentavam trés mutacdoes, duas em um gene BBS, conforme o
esperado, e mais uma mutacao em outro gene BBS. Mutacoes nos genes
relacionados a BBS sao muito raras na populacao, e a terceira mutacao
nao foi considerada condicional para o aparecimento da sindrome, porém
pode ser necessaria para a manifestacao da doenca em alguns casos,
como em uma das familias, onde dois filhos do casal apresentaram as
duas mutacoes no gene BBS2, o que era o esperado. Porém, um dos filhos

nao manifestava a doenca, até que se descobriu que o filho afetado tinha
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uma terceira mutacao em outro gene, o BBS6, que o irmao nao
apresentava. O trialelismo € relativamente raro, ocorrendo em talvez 10%
dos casos. Depois da descoberta deste tipo de heranca em 2001 muitos
outros estudos foram realizados, e foram encontrados varios outros casos.
Em 2003(b), Badano et al.,, encontraram uma familia com duas filhas
afetadas que apresentavam as duas mutacoes em BBSI, como esperado e
uma delas também apresentava uma terceira mutacao em BBS6 e todas
as caracteristicas eram mais graves nesta paciente do que em sua irma, o
que sugeriu que a terceira mutacao possa estar interferindo na gravidade

do fenotipo.

1.3.4 - Sindrome de Cohen

A sindrome de Cohen é uma doenca de heranca autossomica
recessiva, que foi descrita em 1973 quando Cohen et al., relataram trés
pacientes com problemas graves de aprendizado, dismorfismos faciais,
obesidade, hipotonia, microcefalia, hiperextensibilidade nas juntas e
problemas oftalmologicos. Desde entao, mais de 200 casos da sindrome de
Cohen foram relatados, inclusive um grupo grande de pacientes, com
caracteristicas clinicas iguais aos pacientes originais, na Finlandia, onde a
sindrome € muito representada (Norio, 2003).

O gene causador da sindrome de Cohen, chamado de COHI, foi
descoberto por estudos de ligacao feitos em 4 familias finlandesas e esta

localizado no segmento cromossomico 8q22 (Tahvanainen et al.,, 1994).
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Desde a descoberta do gene, varios estudos envolvendo pacientes de
diversas populacoes foram publicados (Hennies et al.l, 2004; Kolehmainen
et al., 2004; Mochida et al.,, 2004; Falk et al.,, 2004). Estes estudos
demonstraram uma grande variabilidade fenotipica em pacientes com
diferentes mutacdées em COHI1, o que nao ocorre na populacao finlandesa
portadora da sindrome de Cohen que é geneticamente homogénea. Ja
foram descritas mais de 70 mutacoes em COH1I associadas a sindrome de
Cohen, o que explica a variabilidade fenotipica encontrada na sindrome
(Seifert et al., 20006).

Um grupo de caracteristicas clinicas essenciais para o diagnostico
da sindrome de Cohen, foi proposto por Kivitie-Kallio e Norio, em 2001,
apos o estudo detalhado de 29 pacientes finlandeses, sendo elas: atraso de
DNPM, distrofia retiniana e miopia, obesidade, RM, caracteristicas faciais
tipicas, microcefalia, hipotonia, maos estreitas e alongadas, problemas
cardiacos e neutropenia. A sindrome de Cohen é considerada um dos
diagnosticos diferencias da sindrome de Bardet-Biedl, devido a
caracteristicas clinicas em comum como distrofia retiniana e obesidade

(Beales et al., 1999).

I.3.5 - Sindrome de Borjeson-Forssman-Lehmann

A sindrome de Borjeson-Forssman-Lehmann (BFLS) foi descrita em
1962, em trés homens de uma mesma familia, que apresentavam retardo
mental grave, obesidade, hipogenitalismo, baixa estatura, inchaco dos

tecidos subcutaneos da face, fissura palpebral estreita e orelhas grandes
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(Borjeson et al., 1962). Uma revisao clinica realizada com 25 homens com
BFLS, de nove familias ndo relacionadas, mostrou que as caracteristicas
clinicas raramente sao tao graves quanto as documentadas na familia
original e que o fenétipo evolui com a idade. As caracteristicas clinicas
essenciais para o diagnostico de BFLS sao: hipotonia, RM, obesidade com
ginecomastia, hipogenitalismo, faceis caracteristico com fissura palpebral
estreita e orelhas grandes (Turner et al., 2004).

Quando originalmente descrita em 1962, a causa genética da BLFS
era suspeita de ser ligada ao X, devido ao padrao de heranca da doenca.
Este modo de heranca foi confirmado em 1989 quando a regiao critica da
doenca foi mapeada em uma grande regiao do braco longo do cromossomo
X (Mathews et al., 1989; Turner et al.,, 1989). Em 1996 esta localizacao foi
reduzida a uma regiao de 25 Mb em Xq26-27 (Gedeon et al., 1996), e
entao ainda mais reduzida a aproximadamente 9 Mb em 2002, contendo
62 genes ja identificados, entre eles o PHF6, no qual mutacoes
causadoras da doenca foram identificadas, inicialmente em sete familias e
dois casos esporadicos de BFLS (Lower et al., 2002). Um total de treze
casos familiais e seis esporadicos de BLFS, contendo mutacoes em PHF®6,
foram relatados até o momento (Lower et al, 2002; Lower et al., 2004;
Baumstark et al., 2003; Vallee et al., 2004; Just ando Mucke, 2005).

Por ser uma sindrome ligada ao cromossomo X, a familia pode
querer saber se outras mulheres, assim como as maes dos meninos
afetados, sdo portadoras de mutacdoes em PHF6. Um desvio de inativacao

do cromossomo X em mulheres de familias de portadores de BLFS é
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considerado sinal de mutacdao em PHF6. Mulheres heterozigotas podem
mostrar um fenotipo mais suave e caracteristicas clinicas variaveis, como
retardo mental moderado, obesidade e faceis caracteristico com orelhas
grandes, porém muitas mulheres portadoras nado sao afetadas (Crawford

et al., 2006).

1.3.6 - Sindrome de Wilson-Turner

A sindrome de Wilson-Turner foi descrita por Wilson et al., em 1991,
que descreveram uma familia com quatorze homens afetados por RM,
obesidade, ginecomastia, dificuldades de fala, dedos afilados e pés
pequenos. Muitas caracteristicas sao compativeis com as da sindrome de
Borjeson-Forssman-Lehmann, porém nenhum dos pacientes desenvolveu
hipermetropia ou catarata na idade adulta e nem apresentavam lobulo da
orelha grande.

Estudos de ligacao apontaram o segmento cromossomico Xp21-
Xg22 como regiao critica responsavel pela sindrome de Wilson-Turner

(Frezal, 1992).

1.3.7 - Sindrome de Ahmad

Ahmad et al. (1999) descreveram uma familia com 10 homens

afetados que apresentavam RM, obesidade, hipogonadismo, micropénis,

auséncia de pélos no corpo, deficiéncia na fala e forca fisica diminuida.
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Estudos de ligacdo mostraram que o gene responsavel por esse
quadro esta localizado no segmento cromossémico Xpl11.3 — Xq23. Esta
regido se sobrepoe a regido critica da sindrome de Wilson-Turner,
localizada em Xp21-Xq22 (Gedeon et al., 1996). Apesar de os pacientes
descritos com a sindrome de Ahmad nao apresentarem ginecomastia,
como os portadores da sindrome de Wilson-Turner, a possibilidade de que
um mesmo gene esteja envolvido em ambas as sindromes nao pode ser

descartada.

I1.3.8 - Segmento cromossomico Xq28 e o gene MECP2

Van Esch et al. (2005) identificaram, por estudo de array-CGH
(Array Comparative Genomic Hybridization), uma pequena duplicacao em
Xg28 em uma grande familia com retardo mental grave, em seguida
realizaram um estudo em dezessete pacientes com RM e fenotipo
semelhante e outras trés duplicacoes foram encontradas. O tamanho das
duplicacoes dos quatro pacientes varia de 0,4 a 0,8 Mb e engloba varios
genes, inclusive o gene MECP2 e o gene relacionado com retardo mental
L1ICAM. O tamanho e local exato da duplicacao era diferente em cada um
dos quatro pacientes. Uma comparacao das caracteristicas clinicas destes
pacientes, com outro paciente anteriormente relatado, sugere que o
aumento da dosagem de MECP2 resulta em RM. Varios estudos
(Lugtenberg et al, 2009; Sanlaville et al., 2009) demonstraram que

duplicacoes em MECP2 ocorrem com freqiiéncia em pacientes do sexo
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masculino com retardo mental grave o que justifica em estudo detalhado
do gene MECP2 neste grupo de pacientes.

Kleefstra et al. (2002) descreveram um paciente com RM, obesidade
e ginecomastia que apresentou uma delecao “de novo” de dois pares de
base no gene MECP2, que esta localizado no segmento cromossomico
Xg28. Como algumas destas caracteristicas sao sugestivas da sindrome
de Prader-Willi, foi sugerido um estudo de mutacoées em MECP2 a fim de
detectar alguma mutacao em pacientes com caracteristicas de PWS, mas

que nao apresentam anomalias no segmento cromossomico 15q11-13.
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Algumas sindromes de heranca autossoémica dominante que contem obesidade como

caracteristica clinica.

Nuamero OMIM

100800
103580
103581
105830
605746
600430

665244

160980

604367
151660
147670
139250
131100

122000

605020

Sindrome

Acondroplasia
Osteodistrofia hereditaria de Albrigtht
Osteodistrofia hereditaria de Albrigtht 2
Sindrome de Angelman com obesidade
Anisomastia
Sindrome de braquidactilia e retardo mental

Complexo de Carney com doenca primaria de
adrenocortical nodular pigmentado
e sindrome de Cushing (CNC2)
Complexo de Carney com doenca primaria de
adrenocortical nodular pigmentado
e sindrome de Cushing (CNC1)
Lipodistrofia parcial familiar, Dunnigan tipo 3
Lipodistrofia parcial familiar, Dunnigan tipo 2
Insulin resistance syndromes
Deficiéncia isolada de hormoénio de crescimento
Neoplasia endocrina multipla tipo 1 causando
doenca de Cushing 11q13
Distrofia polimorfa posterior da cornea (cr 1)

Distrofia polimorfa posterior da cornea (cr 20)

Localizacao
4p16.3
20q13.2-q13.3
15q11-q13.3
15ql1-ql2
16q13-g21
2q37.3
2q935-q37
2q37.3
2pl6

17q24.3

3p25
1g23.1
19p13.3-p13.2
17q22-q24
11q13

IP34.3
20p11.21
20p11.21

Gene

FGFR3
GNAS
AHO2*
ANCR*
ANMA*
ATK25
GPCI
GPR35

PRKARIA

PPARG
LMNA
INSR
GHI
MENI

COLS8A2
VSXI
VSXI



Continuacao.

9¢

Namero OMIM Sindrome Localizacao Gene
176270 Sindrome de Prader-Willi 15q11.2 IPw
15q11.2 MKRN3
15q11.2 PWCRI
15q12 SNRPN
15q11.2 MAGEL?2
15q11.2 NDN
15ql11-q12 GABRG-3
603128 Sindrome de Prader-Willi like 6q16.3-q21 SIMT
(cr 69)
188830 Doenca primaria .de adrenocortical nodular 17q24.3 PRKARIA
pigmentado
190160 Sindrome de resigté{lpia ao hormonio da 3p24.1 THRB
tireoide
181450 Sindrome ulnar mamaria (Schinzel) 12g24.21 TBX3
194072 Sindrome WAGR com obesidade 11p13 WT1

Adaptada de http:/ /obesitygene.pbrc.edu/
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Algumas sindromes de heranca autossomica recessiva que contem obesidade como
caracteristica clinica.

Niamero OMIM Sindrome Localizacao Gene
203800 Sindrome de Alstrém 2p13 ALMS1
209901 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 1 11q13.1 BBS1
209900 Sindrome de Bardet -Biedl tipo 2 16921 BBS2
600151 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 3 3qll1.2 BBS3

(ARL6)
600374 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 4 15922.3-23 BBS4
603650 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 5 2q31 BBS5
209900 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 6 20p12 MKKS
607590 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 7 4q27 BBS7
608132 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 8 14q932.1 BBSS8

(TTCS8)
607968 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 9 Tpl4 PTH-B1

(BBS9)
60148 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 10 12g21.2 BBS10
602290 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 11 9q31-q34.1 TRIM32
610683 Sindrome de Bardet-Biedl tipo 12 4q27 BBS12
269700 Lipodistrofia congénita de Berardinelli-Seip tipo 1 9q34.3 AGPAT2
606158 Lipodistrofia congénita de Berardinelli-Seip tipo 2 11q13 BSCL2
212065 Glicoproteina carboidrato-deficiente Tipo la 16p.13.2 PMM?2
201000 Sindrome de Carpenter opll RAB23
216550 Sindrome de Cohen 8q922.2 COH1
601538 Deficiéncia de hormoénio pituitario combinado 5935.3 PROPI
227810 Sindrome de Fanconi-Bickel 3926.31 SLC2A2
139191 Deficiéncia isolada de hormoénio de crescimento Tpl4 GHRHR

Adaptada de http:/ /obesitygene.pbrc.edu/
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Algumas sindromes de heranca ligada ao cromossomo X que contém obesidade como

caracteristica clinica.

Ndimero OMIM Sindrome
301900 Sindrome de Boérjeson-Forssmann-Lehmann
303110 Coroideremia com surdez
309550 Sindrome do X fragil com o fenétipo Prader-Willi-like
300148 Sindrome de MEHMO
300218 Retardo mental ligado ao X sindromico tipo 7
300458 Retardo mental ligado ao X sindrémico tipo 16
300238 Retardo mental ligado ao X sindromico tipo 11
176270 Sindrome de Prader-Willi-like ligada ao X
312870 Simpson-Golabi-Behmel tipo 1
300209 Simpson-Golabi-Behmel tipo 2
309585 Sindrome de Wilson-Turner

Adaptada de http:/ /obesitygene.pbrc.edu/

Localizacao
Xq26.3
Xq21.2
Xqg21.1

Xq28
Xp22.13-p21.1
Xpl11.3-g22.1
Xq28
Xq26-q27
Xqg23-925
Xq26.2
Xq26.1
Xp22
Xq21.2-q22

Gene

PHF6
CHM
DFN3
FMR1
MEHMO
MRXS7
MECP2
MRXS11
PWLSX
GPC3
GPC4
SGBS2
WTS



VI - Conclusoes

O estudo das regidoes subteloméricas em 141 pacientes que
apresentavam obesidade e/ou hiperfagia, atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor e/ou dificuldades de aprendizado e disturbios de
comportamento, pela técnica de MLPA (“multiplex ligation-dependent
probe amplification”), detectou 4 alteracdes, duas delecoes no braco
curto do cromossomo 1, uma delecao no braco curto do cromossomo 2
e uma delecao no braco curto do cromossomo 3 e duplicacao no braco
longo do cromossomo 11, o que corresponde a 3% da amostra
estudada.

Dezenove pacientes com retardo mental, obesidade e outro pequeno
sinal ao exame fisico que sugerisse alteracao cromossomica, tais como:
orelhas de baixa implantacao, clinodactilia de 5° dedo das maos,
fosseta pré-auricular bilateral, mamilos invertidos, microcefalia e
implantacao anormal dos artelhos foram estudados pela técnica de
SNP-array (“The GeneChip® Mapping 100K Set”, Affymetrix), e 6
apresentaram alteracoes, o que corresponde a 31,5% da amostra
estudada. Foram encontradas uma delecao intersticial no braco longo
do cromossomo 6, duas delecoes intersticiais no braco longo do
cromossomo 12 (gémeas), uma delecao intersticial no braco curto do

cromossomo X, uma duplicacdo intersticial no braco longo do
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cromossomo 14 e uma duplicacdo intersticial no braco longo do

cromossomo X.

O estudo das regioes relacionadas com RM ligado ao X em pacientes
do sexo masculino com obesidade, retardamento mental e disturbio de
comportamento, pela técnica de MLPA, nao foi eficaz, pois nenhuma
alteracao foi detectada.

Apesar de mais trabalhosa e de ter um custo muito elevado, por
enquanto em relacao ao MLPA, a técnica de SNP- array se revelou mais
eficaz na deteccao de variacdo no numero de cépias em pacientes com
obesidade e/ou hiperfagia, atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor e/ou dificuldades de aprendizado e disturbios de
comportamento.

Dentre as dez alteracdes encontradas nos pacientes estudados estao
duas sindromes relacionadas com obesidade ja descritas, a
monossomia 1p36 e a monossomia 6ql6, que sao diagnodsticos
diferencias da PWS.

Nos segmentos alterados foram localizados varios genes relacionados a
obesidade: DRD2, MCHR2, PLCH2, PRKCZ, RAB21, RAB2B, RAB39,
TPO e SIM1.

Trés genes da familia RAB (21;2B;39) foram localizados em segmentos
cromossomicos alterados. O gene RAB23 foi associado a obesidade na
sindrome de Carpenter e provavelmente os trés genes da familia

também estdo envolvidos com a obesidade de nossos pacientes.
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e O diagnéstico de pacientes com obesidade sindromica € realmente um
desafio, pois ha sobreposicao de fenétipos dificultando o diagnostico
diferencial.

e Onze genitores foram analisados por MLPA, SNP-Array e/ou cariétipo e
rearranjos cromossomicos nao foram identificados. Na presenca dos
cromossomos parentais normais o risco de recorréncia € considerado

desprezivel.
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VII - Resumo

Obesidade sindromica € definida como a obesidade ocorrendo em
conjunto com varias caracteristicas clinicas distintas, associadas a retardo
mental. A forma sindromica mais freqiiente € a sindrome de Prader-Willi
(PWS) caracterizada por hipotonia, dificuldade de succao no periodo
neonatal, atraso do desenvolvimento neuropsicomotor (DNPM), hiperfagia,
obesidade, baixa estatura na adolescéncia, maos e pés pequenos,
hipogonadismo, dificuldade de aprendizado e disturbios de
comportamento. Estudamos 141 pacientes com obesidade e/ou hiperfagia,
atraso no desenvolvimento neuropsicomotor e/ou dificuldades de
aprendizado e distarbios de comportamento, pela técnica de MLPA
(“multiplex ligation-dependent probe amplification”) assim como 19
pacientes que apresentavam além de atraso do DNPM e/ou dificuldade de
aprendizado, disturbios de comportamento, obesidade e/ou hiperfagia,
outro sinal ao exame fisico que sugerisse alteracdo cromossomica, pela
técnica de SNP-array (“The GeneChip® Mapping 100K Set”, Affymetrix),
com o objetivo de identificar genes e/ou segmentos cromossomicos
envolvidos com obesidade sindromica. Essas técnicas detectam delecoes
e/ ou duplicacoes do genoma, seja analisando regides especificas, como a
de MLPA, seja cobrindo praticamente o genoma inteiro (SNP-array). Dez
pacientes apresentaram alteracoes cromossomicas: duas delecoes 1p36,
uma delecao 2p25.3, uma delecao 3p26.3 e duplicacao 11g22.3, uma

delecao 6(ql6.1-q21), duas delecoes 12(q15—q21.1) (irmas gémeas), uma
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delecao X(p22.13-p22.12), uma duplicacdo 14ql1.2 e uma duplicacao
X(q26.3). Dentre as alteracoes encontradas estdo duas sindromes
relacionadas com obesidade ja descritas, a monossomia 1p36 e a
monossomia 6ql6, que sao diagnodsticos diferencias da PWS. Nos
segmentos alterados foram localizados varios genes relacionados a
obesidade: DRD2, MCHR2, PLCH2, PRKCZ, RAB21, RAB2B, RAB39, TPO e
SIM 1.

Onze genitores foram analisados por MLPA, SNP-Array e/ou
cariotipo e rearranjos cromossomicos nao foram identificados. Na
presenca dos cromossomos parentais normais o risco de recorréncia €

considerado desprezivel.

O diagnostico de pacientes com obesidade sindromica € um desafio,
pois ha sobreposicao de fenotipos impossibilitando até agora o diagnéstico
diferencial, a nao ser o da sindrome de Prader-Willi clinicamente
reconhecivel, pelo menos, em sua segunda fase. O emprego de técnicas
que detectam variacoes no numero de copias do genoma humano amplia a
possibilidade de reconhecimento de novas sindromes e a descricao do
espectro da variabilidade fenotipica de sindromes conhecidas. Estas
sindromes sao uma potencial fonte de esclarecimento das causas das

formas comuns de obesidade.
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VIII — Abstract

Syndromic obesity is defined as obesity occurring in association
with several distinct clinical features and mental retardation (MR). Prader-
Willi syndrome (PWS) is the most frequent syndromic form of obesity and
is characterized by hypotonia, poor sucking in the neonatal period,
developmental delay, hyperphagia, obesity, short stature in adolescence,
small hands and feet, hypogonadism, learning disabilities and behavior
disturbances. Herein, we studied 141 patients with obesity and/or
hyperphagia, psychomotor developmental delay and/or learning
disabilities and behavior disturbances with the technique of MLPA
(multiplex ligation-dependent probe amplification), and 19 patients by
SNP-array technique ("The GeneChip ® Mapping 100K Set, Affymetrix) to
identify copy number variations. By using both techniques we detected
deletions or duplications of the genome in ten patients: two deletions at
1p36, two deletions at 12q15—q21.1 (twins), a deletion of chromosomes
2p25.3, 6ql16.1-gq21, and Xp22.13-p22.12, a duplication of chromosomes
14q11.2 and Xqg26.3, and an wunbalanced translocation between
chromosomes 3p26.3 and 11g22.3. Monosomy 1p36 and monosomy 6q16
are well-known syndromes and had already been related with obesity.
Both syndromes are considered as differential diagnosis of PWS. Several
genes related to obesity are mapped in the altered chromosome segments:

DRD2, MCHR2, PLCH2, PRKCZ, RAB21, RAB2B, RAB39, TPO and SIM1.
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Eleven parents were studied by MLPA, SNP array, and / or
karyotype analyses, and chromosomal rearrangements were not identified.
Therefore, we consider these rearrangements to be causative of the

patients” phenotype.

The diagnosis of patients with syndromic obesity is a challenge due
to the overlapping of the phenotypes, except for Prader-Willi syndrome
that is a clinically recognizable syndrome, mainly in its second phase. The
use of techniques that detect copy number variations of the human
genome will increase the recognition of new syndromes and also the
description of the spectrum of phenotypic variability of known
syndromes. These syndromes are a potential source for the understanding

of the etiology of the common forms of obesity.
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