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RESUMO

FABBRI, A.D. Associacdo de polimorfismos dos genes do receptor da grelina
(GHS-R) e da enzima grelina O-aciltransferase (MBOAT4) e transtornos
alimentares(TA). 2015. 91 f Dissertacdo (Mestrado) - Programa de Neurociéncias e

Comportamento, Instituto de Psicologia, Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2016.

A grelina é um horménio potente de acdo central e periférica, que possui um
importante papel na regulacdo do apetite, consumo alimentar e balanco energético.
Fatores genéticos tém sido estudados para explicar as alteracbes do comportamento
alimentar nestes pacientes e os polimorfismos do gene da grelina humana (GHRL) tém
sido investigados como importantes fatores de risco para estas doengas, mas os achados
ainda sdo inconclusivos. O presente trabalho objetivou avaliar os polimorfismos do
sistema grelina relacionados aos genes GHS-R e MBOAT4 e seu envolvimento na
etiologia dos TA no Brasil. Foram coletadas amostras de sangue (10 ml) de 128
individuos (76 pacientes e 52 controles) para a analise genética (extracdo do DNA
gendmico e posterior genotipagem através do PCR tempo real), e realizadas outras
avaliacOes: psiquiatrica, clinica e nutricional e revisdo de prontuario. Nao foi encontrada
associacao entre a frequéncia dos genotipos do SNP rs495225 no gene GHS-R e dos
gendtipos do SNP rs10096097 no gene MBOAT4 e os diagndsticos de AN, BN e TCA.
Estes genes sdo fortes genes candidatos para a obesidade e outros distirbios da
alimentacdo em virtude de suas fungdes biologicas e localizagdes, no entanto, outros
estudos sdo necessarios para esclarecer se suas variantes podem interferir na regulacéo do
apetite e/ou possam ser um fator de risco para o desenvolvimento dos TA. N&ao hé registro,
até o momento; desta investigacdo ter sido realizada anteriormente na populagédo

brasileira.

Palavras chave: disturbios do ato de comer, fator de risco, grelina, genética.



ABSTRACT

FABBRI, A.D. Association of polymorphisms of genes of the ghrelin receptor
(GHS -R) and enzyme ghrelin O- acyltransferase (MBOAT4) and eating disorders(ED).
2015. 91 f. Master’s dissertation — Neuroscience and Comportament Program — Institute

of Psychology. University of S&o Paulo, Sdo Paulo, 2016.

Ghrelin is a potent hormone, and has central and peripheral action that has an
important role in the regulation of appetite, food intake and energy balance. Genetic
factors have been studying to explain the changes in feeding behavior in these patients
and polymorphisms of the gene of human ghrelin (GHRL) are investigated as important
risk factors for these diseases, but the findings are still inconclusive. This study aimed to
evaluate the polymorphisms of ghrelin system related to GHS-R and MBOAT4 genes and
their involvement in the etiology of eating disorders in Brazil. Blood samples were
collected (10 ml) of 128 subjects (76 patients and 52 controls) for genetic analysis
(extraction of genomic and subsequent DNA genotyping by real-time PCR), and
evaluations: psychiatric, clinical and nutritional and review record. No association was
found between the frequency of SNP rs495225 genotype in the GHS-R gene and SNP
rs10096097 genotypes in MBOAT4 gene and AN, BN and TCA diagnostics. These genes
are strong candidate genes for obesity and other eating disorders because of its biological
functions and locations, however, further studies are needed to clarify whether its variants
may interfere with the regulation of appetite and / or may be a risk factor for the
development of ED. There is no record, to date; this investigation was done previously in
Brazilian population.

Keywords: eating disorders, risk factor, ghrelin, genetics.
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1 INTRODUCAO

Os transtornos alimentares (TA) sdo quadros psiquiatricos caracterizados por
graves alteracdes no comportamento alimentar’3. A anorexia nervosa (AN), a bulimia
nervosa (BN) e o transtorno da compulséo alimentar (TCA) sdo TA conhecidos por sua
elevada morbidade e mortalidade que podem levar a importantes complicacdes
bioldgicas, psicoldgicas e sociais*’. A AN é caracterizada pelo medo intenso do ganho
de peso, grave restricdo alimentar, baixo peso corporal e uma perturbacdo da imagem
corporal. A BN é caracterizada por episddios de compulsdo alimentar (consumo
descontrolado de uma grande quantidade de comida, em um curto periodo de tempo, com
a sensacdo de perda de controle), seguidos por comportamentos compensatérios
inadequados que visam evitar o ganho de peso (como vomitos autoinduzidos, uso abusivo
de laxantes, diuréticos e atividade fisica excessiva), estes episodios devem acontecer pelo
menos uma vez por semana durante trés meses. Por fim, o TCA é caracterizado por
episédios de compulsdo alimentar conforme o descrito anteriormente, com a mesma
regularidade citada na BN, mas sem a utilizacdo de métodos compensatorios
inadequados?®.

A etiologia dos TA é complexa e, apesar de amplamente estudada, continua
deficientemente entendida. Acredita-se que ela seja multifatorial, ndo havendo uma causa
especifica responsavel pelo surgimento, inicio e manutencdo do quadro e sim uma
interacdo complexa de varios fatores: bioldgicos, genéticos, psicoldgicos, socioculturais
e familiares®1°.

A prevaléncia dos TA varia de 0,4% a 1,6%, sendo a maior frequéncia encontrada
em mulheres jovens (entre 18 e 32 anos)®*. A incidéncia da AN vem aumentando
principalmente entre as meninas de 15 a 19 anos*!. Os TA estdo entre as 10 principais
causas de incapacidade!? e a AN tem a maior taxa de mortalidade entre todos os
transtornos mentais®2,

No Brasil, ainda é escasso o nimero de trabalhos epidemioldgicos envolvendo os
TAM e os estudos existentes possuem metodologia e amostragem diversas. Ainda assim,
os dados encontrados sdo preocupantes: Nunes et al. avaliaram 513 mulheres jovens entre
12 e 21 anos em Porto Alegre -RS e observaram que 8,5% destas usavam laxantes, 1,4%
provocavam vomitos e 5,1% utilizavam anorexigenos'®. Alvarenga et al., avaliaram
estudantes universitarias em todas as regides do pais e encontraram uma frequéncia de

26,1% de comportamento de risco para TA®, Do Vale et al. avaliaram 652 estudantes de
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colégios publico e privado em Fortaleza e observaram que 25,1% destas apresentavam
um padréo alimentar ndo usual e utilizavam pratica danosas para o controle de peso.
Prisco et al. estimaram comportamentos sugestivos de BN e TCA em 1273 trabalhadores
residentes em Feira de Santana na Bahia e encontraram uma prevaléncia de 4,3% para
TCA e 1,0% para BNY'.

Fator de risco é uma caracteristica (por exemplo, alelo), um evento (por exemplo,
sofrer bullying), ou uma experiéncia (por exemplo, crescer em uma cultura que valoriza
a magreza extrema) que precede o inicio do desfecho de interesse (por exemplo, um
transtorno alimentar) e que, "se estiver presente, estd associado com um aumento na
probabilidade (risco) deste desfecho especifico sobre a taxa base do desfecho na
populacéo geral (ndo exposto)’™8,

Durante muito tempo, os estudos sobre os fatores de risco dos TA consideraram
guase que exclusivamente os fatores ambientais, tais como: fatores socioculturais,
eventos estressantes, abuso sexual, fatores perinatais, caracteristicas psicoldgicas e de
comportamento como o perfeccionismo, a afetividade negativa, a pratica de dietas, a
internalizagdo do ideal de magreza e a pressdo da midia®2°,

Atualmente, os estudos sobre a genética sugerem uma forte influéncia nestas
desordens e os fatores genéticos tém sido amplamente avaliados por diferentes grupos de
pesquisa. Bulik et al. publicaram uma extensa revisdo sobre o assunto, 0s autores
concluem que, seguramente, had uma contribuicdo genética na BN, com valores entre 31%
a 83%, tanto em amostras populacionais como em amostras clinicas?®?!, Os autores de
outra recente revisdo calcularam a contribuicdo genética na AN, BN e TCA, observaram
que esse indice pode variar de 22% a 76% na AN, de 52% a 62% na BN e 57% no TCA?,
Entretanto, ainda ndo é possivel estimar o real peso de aspectos genéticos na etiologia da

doenca, e pouco se sabe sobre 0 mecanismo molecular destes quadros?.

1.1 ESTUDOS COM GENETICA MOLECULAR NOS TA
Os estudos com genética molecular ttm como objetivo identificar as regides
cromossomicas e 0s genes candidatos envolvidos na patogénese das doengas humanas,
utilizando dois métodos diferentes: estudos de ligacdo e estudos de associacio®. A
escolha sobre qual método utilizar baseia-se no tipo de efeito genético que ird influenciar
a doenca em estudo. No primeiro caso, é observada alta recorréncia familiar e os genes
maiores irdo determinar o fendtipo, entdo preferencialmente, sdo utilizados os estudos de

ligagdo. No segundo caso, ndo observamos grande recorréncia familiar da doenca e a
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maior parte dos casos € isolada, ou seja, individuos doentes e ndo aparentados. Neste caso,
¢ dada a preferéncia aos estudos de associacdo, no qual a frequéncia dos alelos nos
individuos afetados (casos) é comparada com a frequéncia nos controles (individuos sem
adoenca)®. O estudo de associagdo indica a presenca de um locus (localizagéo especifica
de um gene, sequéncia de DNA - do inglés, deoxyribonucleic acid, ou posicdo em um
cromossomo) de susceptibilidade que aumenta a chance do individuo apresentar a doenca,
mas ndo garante a sua expressao. Esse método € o mais adequado para investigacdo de
doengas multifatoriais, como os TA?. Os marcadores genéticos (marcadores que
identificam um local ou regido de um cromossomo) mais utilizados nos estudos de
associacdo sdo os SNPs (single nucleotide polymorphis), ou seja, polimorfismos de
nucleotideo Ginico®>?.

A escolha de genes candidatos é uma abordagem realizada para conduzir estudos
de associagdo genética. Eles irdo investigar a associacdo entre a variacdo genética, com
genes pré-escolhidos (candidatos) e fendtipos ou estados patoldgicos de interesse. Os
genes candidatos sdo frequentemente selecionados baseados em um conhecimento a
priori do impacto bioldgico funcional do gene, na doenca em questdo. Esta abordagem
geralmente usa o desenho do estudo caso-controle?®2°,

AlteracOes nas vias que regulam o apetite e a saciedade podem estar relacionadas
com os TA, estudos observaram que estas alteracfes se mantém mesmo apds o
tratamento®. Assim, os genes envolvidos na regulacdo de peso podem ser fator de risco
para os TA, e podem ser considerados gene candidatos®%,

Alguns pesquisadores tém sugerido que os genes envolvidos na regulagdo do
consumo alimentar e do peso corporal, podem estar relacionados com a etiologia dos
TA®3 Eles tém mostrado que as alteragBes nestas vias, relacionadas com o TA,
continuam alteradas mesmo apds o tratamento®. Assim, os genes envolvidos na regulagio
de peso podem ser fator de risco para os TA e, por tanto, podem ser considerados gene
candidatos®%,

Um dos principais horménios envolvidos na regulacdo do consumo alimentar € a
grelina e apesar de existirem varios neuropeptidios que estimulam a ingestdo alimentar,

este hormonio ¢ o peptideo orexigeno melhor estabelecido até 0 momento®®.

1.2 SISTEMA GRELINA
O ndcleo arqueado (ARC) do hipotalamo e o tronco cerebral sdo importantes

regies envolvidas na regulagio do apetite, do peso corporal e do balango energético.
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A grelina é um hormonio que atua no sistema nervoso central (SNC) ativando os
neurdnios NPY/AgRP (neuropeptideo Y/ peptideo relacionado ao agouti) no ARC*
através do receptor da grelina (GHS-R). Desta forma, promove a producéo e secre¢édo de
outros neuropeptidios orexigenos que suprimem a atividade neuronal do POMC/CART
(pré-opiomelanocortina/ transcrito regulado pela cocaina e anfetamina), enquanto
estimula o consumo alimentar.

Este hormonio estimula o apetite*?, sinalizando o inicio da refeicdo**. Em
humanos, sua concentragdo mantem-se alta nos periodos de jejum e nos que antecedem
as refeicdes, caindo logo apds o inicio do consumo alimentar®4°,

Peptideo formado por 28 aminoéacidos, a grelina € sintetizada principalmente nas
glandulas oxinticas do estdmago®. E acilada no terceiro residuo que é uma serina, a
introducdo do &cido graxo (n-octanoil)*® é necessaria para ultrapassar a barreira
hematoencefélica, tornando-a apropriada para se ligar ao GHS-R*'. Essa acetilagio
converte a desacil grelina (forma inativa) em acil grelina (forma ativa)*® e é catalisada
pela enzima grelina O-aciltransferase (GOAT)* (Figura 1).

Ela também estad envolvida na estimulacdo da secrecdo do hormdnio de
crescimento (GH), através do GHS-R*. Existem dois subtipos de receptores, 0 GHS-R1a,
que é ativo e 0 GHS-R1b, uma isoforma menor que aparentemente ndo tem atividade
bioldgica®. Este receptor esta presente em varios tecidos incluindo a hipéfise anterior, o
hipotdlamo, e outras areas do cérebro, como hipocampo e substancia negra. Em virtude
da sua localizagdo, tem-se sugerido que o GHS-R possa modular ritmos bioldgicos,

humor, meméria, aprendizado e apetite>.
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Figura 1 - Grelina em sua forma ndo acilada (desacil grelina) sendo transforma em sua
forma acilada (acil grelina) pela enzima grelina O-aciltransferase (GOAT). Adaptado de
Sato et al., 2012%,

1.3 GRELINANOS TA

O papel da grelina vem sendo bastante investigado na etiologia da obesidade e, ao
contrario do que se espera, suas concentracbes plasmaticas parecem ter correlacdo inversa
com o indice de massa corporal (IMC)*°3, Estudos tém evidenciado que as concentragdes
plasmaticas de grelina sdo mais baixas em individuos obesos>*-°¢. Um estudo mostrou que
a queda da concentragdo de grelina foi menor ap6s a refeicdo nos obesos®, desta maneira,
ela poderia manter a sensacdo de fome. Outros estudos realizados com criangas®®>° e
adultos obesos®®6! também mostraram que as baixas concentracdes de grelina
permaneceram diminuidas apos a redugdo/normalizagdo do IMC destes individuos®®.

Estudos realizados em pacientes com AN encontraram altas concentracGes de
grelina no plasma®%2-¢6 o que sugere que esta alteragio possa ser uma resposta adaptativa
a inanicéo prolongada®’,

Tolle el al%® compararam concentragdes de grelina plasmatica em 3 grupos:
mulheres higidas constitucionalmente magras (CM) que possuiam um IMC similar as
mulheres com AN; pacientes com AN e mulheres com peso normal (PN). Demonstrou-
se que a concentracdo plasmatica da grelina em jejum na AN era maior e se mantinha alta
ao longo do dia (mensurada a cada 4 horas em um periodo de 24 horas), em compara¢do

aos outros grupos. O estudo apresentou que estas concentragdes se normalizaram apos a
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recuperacdo de peso, sugerindo que além do peso corporal, as concentracbes também
poderiam ser afetadas pelo estado nutricional®®. Por outro lado, alguns estudos mostraram
que as concentracOes de grelina em pacientes com AN restritiva (AN-R) ndo foram
totalmente normalizados, mesmo ap0s tratamento®®6%-2 (Quadro 1).

Diferencas nas concentracdes de grelina entre os subtipos da AN também foram
relatadas. Tanaka et al., em 2003, encontraram concentracfes de grelina mais altas na AN
purgativa (AN-P) que na AN-R em 3 estudos> . Tanaka et al.”® replicaram seus
resultados em 2004, incluindo um terceiro subgrupo de AN que requeria hospitalizacdo
emergencial: as pacientes eram incapazes de comer e tiveram uma perda de peso extrema.
Eles observaram que o grupo emergencial tinha maior concentracao plasmatica de grelina
qgue AN-P, e que AN-P ainda tinha maior concentracdo que AN-R. Os trés grupos tiveram
as concentragdes plasmaticas de grelina diminuidas apds o tratamento, mas os pacientes
com AN-P mantiveram valores plasmaticos superiores ao término da reabilitagdo’®.

Em 2005, Troisi et al.”” encontraram concentragdes mais altas de grelina em jejum
na AN-R em comparacdo a AN-P. Porém os autores compararam os dados encontrados
entre pacientes com BN e TCA, que provavelmente tinham um IMC maior, o que poderia
justificar a diferenca entre os resultados dos dois estudos.

Parece haver uma relagdo entre as concentragcdes de grelina e pacientes que
apresentam um subtipo compulsivo/purgativo tanto para AN-P como para BN, No
entanto, esse achado ainda ndo é consensual, Monteleone et al.4, em 2008, ndo
encontraram diferenca significativa nas concentrag@es de grelina plasmética em jejum
entre os grupos de AN-R e AN-P. A justificativa para estes resultados conflitantes seria
a maneira como 0 ensaio para mensurar a grelina é realizado, a preferéncia por utilizar o
plasma ou o soro pode afetar as concentracGes obtidas nos diferentes estudos. A equipe
de Monteleone confirmou esta hip6tese: em 2008, o resultado foi obtido dosando a grelina
plasmatica através do método ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay); ja em
201078, para estudar pacientes com BN, usou-se 0 mesmo ensaio utilizado pela equipe de
Tanaka em 20037, o método RIA (radioimmunoassay) e observou-se resultados
similares, concentragcbes mais altas de grelina nestes pacientes em comparacdo aos
controles (Quadro 1).

Tanaka et al.”®, em 2002 e Kojima et al.&° em 2005, também observaram elevados
niveis de grelina em jejum nos pacientes com BN. Além disso, Tanaka em 2002 observou
que as concentracOes de grelina foram correlacionadas negativamente com o IMC e

percentual de gordura corporal, tanto na BN quanto no grupo controle’. Por outro lado,
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Nakazato et al.! em 2004 ndo encontraram diferenca nas concentragdes de grelina
plasmaticas em pacientes com BN. Uma possivel justificativa para isto seria que Nakazato
et al.8! teriam medido as concentracdes de grelina no soro aleatoriamente entre 11:00 am-
12:00 pm (pds-prandialmente), ao contrario de Tanaka et al. em 2002 que as teria
mensurado em jejum. Kojima et al. em 20058, mediram a grelina pré e pés-prandial,
notou-se que a queda da grelina pos-prandial foi significativamente atenuada em
mulheres com BN882 gerando uma possivel diminuicdo tardia da sensacéo de fome
nestes pacientes (Quadro 1).

Pacientes com TCA tendem a apresentar uma diminuicdo da grelina em
jejum’’8384 & ym menor declinio pos-prandial comparados aos controles obesos®. Essa
diminuicdo da concentracdo de grelina, ndo parece reduzir a propensao para o ganho de
peso no TCA. Baixas concentragdes de grelina também foram encontradas em obesos e
parecem estar mais relacionadas com uma sub-regulagdo da liberagdo da grelina em
resposta ao excesso de peso e o menor declinio pds-prandial possivelmente atuaria
mantendo a fome®® (Quadro 1).

Uma metanalise realizada em 2009 apresentou as concentraces plasmaticas em
jejum e pds-prandialmente dos hormdnios do apetite (gut hormones) em pacientes com
AN, BN e seus subtipos, dos 8 estudos analisados, 7 encontraram concentracoes elevadas
de grelina plasmatica nos diagndsticos de TA avaliados®.

Os estudos sugerem que as alteracfes encontradas nas concentracdes de grelina
podem estar relacionadas com o comportamento de compulsdo alimentar e de purgagao’™.
Contudo, por enquanto, ainda ndo fica claro se a grelina participa fundamentalmente
como um fator na etiologia dos TA®,

Vale ressaltar que a gordura corporal ao invés do IMC, tem explicado melhor as
alteragbes na concentragdo de grelina®. Alguns autores que tinham resultados
contraditorios entre correlacdo do IMC e grelina, obtiveram resultados consistentes para

gordura corporal®*6279.8387
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Coleta da Principais
Autores e . . _— Idade anos | IMC kg/m? | Mens. analises
Ano Diagn. Hipdteses/ Objetivos Amostra (média £ DP) | (média+DP) | grelina amostra de estatisticas Resultados
sangue -
utilizadas
33 PG 68,0+ 4,0 233+28 Teste t de A concentracao de grelina foi maior
Arivasuet | AN e Estimar a grelina plasmatica em 31 AN 25,0+1,0 DNM Student na AN, encontrada correlacdo
al 32/00165 PG humanos, a ghrelin-LI em jejum 61CO (35 26,0+1,0 20,7 +0,3 RIA Jejum re ressé6 negativa entre as concentracdes de
. e pés-prandialmente mulheres) (DNM (20404 f]inear grelina e o IMC em comparagao aos
mulheres) mulheres) CO femininos.
Im7EiE @ EmeliTmanis ¢ A concentracao de grelina plasmatica
grelina na patogénese dos TAs, 36 AN 250+1,2 15,2 +0,2 S )
analisar os niveis circulantes de foi mals alta na AN, apos melhora
Otto et al. : o . parcial do quadro, houve uma
200162 AN grelina e suas possiveis RIA Jejum DNM diminuica lina circul
correlacGes com os pardmetros Iminuicao na grefina cireu il
clinicos antes e depois do ganho | 24 CO 31,0+14 229+04 (@adoleaiie aeiolicGativalcomio
de peso DeltalMC
Investigagéo sppre agrelina no 17 AN 22,2+23 14,2 +0,5 Jejum e pés- ANOVA. i _ N
y op, | Palanco metabolico, mensuragdo |44 g 351+37 | 304+12 orandial | posthocde | A concentrado de grelina plasmatica
Shiiya et AN ’e da grelina plasmética, respostas i — RIA (0.3,5,10,15 Fisher foi alta na AN, e baixa nos OB, ela
al. 20025 DM?2 da grelina plasmética em CO e 42 DM2 585416 DNM 30.60 6 120 e resséo foi negativamente correlacionada
DM2 e investigagdo do perfil de T ‘ min) Iginear como IMC.
24 hs da grelina circulante 28 CO 304+4,1 227+0/4
Concentracéo de grelina x . R
plasmatica em jejum estara 15BN | 233+53 | 200+29 flieste tel| A EoNCaNiracA Hegralina folmaian
Tanaka et p . Student, na BN. A grelina em jejum foi
79 BN aumentada na BN ou mostrara RIA Jejum x ; :
al. 2002 alquma especificidade com regressao negativamente correlacionada com
9 relagég a patologia 11 CO 240+19 21,1+12 linear. IMC e % gordura corporal.
9 AN 172409 | 146+04 Jejum e pos- ) , .
Mensurar a grelina plasmética prand_lal Concentraqoes_ de grelina plasmatica
Tolle et al na AN, antes e depois da 7CM 233+31 157+£04 (horarios: ANOVA | MaAN se mantinham altas ao longo do
L , , ia e diminuiram apds a renutrigao.
68 AN ’ RIA 800,1200,16 ' | diaed trigdo. O
2003 renutri¢cdo, em mulheres CM e Teste t ~
co 00,2000, grupo _CI\_/I teve _ concentragOes
10 CO 232+11 215+£0,7 2400 e 400 intermediarias de grelina.
hs)
21 AN-R 21,8+89 139+19 A concentracao de grelina plasmatica
A presenca e frequéncia de 19 AN-P 246255 14421 R??nrsgiéo ]I;OllITDE,“s :;?Z?;r?igzéﬁgﬁénﬁ*zg
Tanaka (75?'5 AN e _método_s purgativos pode;-riam 18 BN-P 227450 200+ 2,1 RIA Jejum ANOVA, elevada na AN-P. A grelina foi
al. 2003 BN influenciar as cqncentragoes de post-hoc negativamente correlacionada com
grelina. 13BN-NP | 22,7165 21,239 Fisher’s. IMC e % gordura corporal.
15CO 22,1+34 21,4+11,0
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Coleta da Principais
Autores e . " _ Idade anos | IMC kg/m? | Mens. analises
Ano Diagn. Hipdteses/ Objetivos Amostra (média £ DP) | (média+DP) | grelina amostra de estatisticas Resultados
sangue o
utilizadas
Teste t A concentracdo de grelina
. 5 AN 243+26 152+15 . - unipareado, plasmatica foi duas vezes maior
Nedvidkov Estuda( a resposta da grelina Jejum e pos Mann-Whitney, na AN, e foi negativamente
plasmaética para 0 consumo prandial x )
aetal. AN ; - RIA correlacdo de correlacionada com a % gordura
62 alimentar, volume da refei¢éo e (30,60,90,12 x
2003 valor nutricional 0 min) Spearman, corporal. Ndo houve mudanca
: 6 CO 229+4,7 21612 ANOVA, Teste na concentracdo de grelina na
de Dunnet AN ap06s 2 hs da refeicéo.
As concentracdes de grelina
19 AN-R 20.1£4.9 13615 plasmatica foram mais elevados
~ o na AN-R e AN-P. A grelina foi
Tanaka et Men:sL_Jrar 5 EUUCIELEE . RIS e ainda mais elevada na AN-P
= AN plasmaticas de grelina entre os 20 AN-P 219+47 13,7+1,9 RIA Jejum ANOVA, post-
al. 2003 . quando comparada com a AN-
subtipos da AN hoc de Scheffe " O .
R. A grelina em jejum foi
11CO 21.0+19 214+12 negativamente correlacionada
com o IMC na AN.
anova, | N s, Al e
9 BN-P 242+23 21,7£34 Jejume pés- | ANOVA 2-vias 9rupos h: gao de
/ . grelina em jejum. A grelina pés-
Monteleon . prandial com medidas .
Estudar as respostas da grelina e . prandial se manteve aumentada
eetal, BN leptina as refei¢des na BN e CO RIA (0,45,60,90, repetidas e post- na BN (90, 120 e 180 min). A
2003¢7 120 ¢ 180 hoc de Tukey, relina em ieium foi '
12 CO 245126 215+1,8 min) correlacéo de 9 J€J _
negativamente correlacionada
Pearson
com a gordura corporal.
11 AN-R 185+ 14 133+04 A concentragdo da grellna_basal
. . . na AN- R e AN- P foi
As diferencas no Jejum e pos- ANOVA, post- sianificativamente maior. Na
Tanaka et AN comportamento alimentar 9 AN-P 209+14 13,8+0,5 RIA prandial hoc de Scheffe, AI\?—P foi encontrado um a{traso
al. 20037 poderiam influenciar a secrecdo (0,30,60,120 | Kruskal-Wallis, ~
de grelina e insulina na AN e 180 min) qui-quadrado ha recuperagao qas .
10 CO 21,0+0,6 21,404 concentracdes de grelina pos-
prandialmente (120 e 180 min)
26 OBCR 80+13 SD44+18 Teste t de As concentragdes de grelina
. . ’ ' ' ’ Student, ANOVA | estavam diminuidas na OBCR e
. Investigar o papel da grelina nos . « . .
Soriano- | OBCR, TAs. analisar as concentracaes SD-2,2 + com medidas ndo se normalizaram apds
Guillen et ADe Lo ¢ 16 AN 170+£16 0.4 RIA Jejum repetidas, post- reducéo de peso. Também
58 de grelina basal na OBCR, na :
al. 2004 AN AN e no efeito da perda de peso hoc de Scheffe, foram encontradas
P P 21CR 63+30 |SD01£10 analise de concentragdes aumentadas na
20 AD 172+04 | SD0,3+0,8 correlagéo. AN.
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Coletada | Principais analises
Autores e . . . Idade anos | IMC kg/m? | Mens. -
Ano Diagn. Hipoteses/ Objetivos Amostra (média+DP) | (média+DP) | grelina arrslga';rjede ej:ie}'iclz?(ljt;is Resultados
As concentragBes de grelina Teste t de Student As concentraces de grelina
Misra et al. poderiam ser maioresna AN | 19AN-R | 161+1]1 16,9+ 16 . . | foram maiores e a diminuicdo
66 AN RIA Jejum Wilcoxon, qui- . ! -
2004 do que em adolescentes uadrado da grelina pos-prandial
saudaveis 20CO 154+18 21,8+3,7 g também foi alta na AN-R.
18 BN
M_ensurar as (_:oncentragc”)es (BN-P e 216+40 204+21 P6s-prandial Teste t de S_tudent, N{?lo ho_uve correlacéo
Nakazato et séricas de grelina e comparar ) . . Mann-Whitney, significante entre as
BN BN- NP) EIA | (11:00-12:00 ~ - .
al. 20048t com o BNDF reportados em am) correlacéo de concentragdes de grelina e
artigo anterior 21 CO 214+17 20,0+15 Pearson BNDF
Antes do tratamento a
7 AN-E 18,1+1,2 11,1+0,3 concentracdo de grelina em
jejum foi muito alta no grupo
Mensurar a grelinaeo GHna | 14 AN-R 184 +1,3 13,1+0,2 Regressdo linear, | AN-E e alta na AN-P e AN-R.
Tanaka et al AN durante o tratamento para ANOVA, post hoc Se manteve alta na AN-R
20047 ' AN avaliar o efeito da reabilitacdo 13 AN-P 250+13 145403 RIA Jejum de Sheffés, durante o tratamento e ap6s o
nutricional nas concentragdes ) s e Kruskal-Wallis, tratamento permaneceu alta no
destas substancias qui-quadrado grupo AN-P. A concentracdo
de grelina foi negativamente
9CO 21509 215£04 correlacionada com o IMC
antes e durante o tratamento.
Investigar as alteracGes na Jejum e pos- VESIE £ GIE MG x .
Kojima et al. grelina plasmatica e PYY pés- | 10BN-P | 24,7+15 200+06 prandial NN NE P CREEIELED E S EEliEs
20055 BN prandiais apos a refeicio na RIA (0,30,60,120 medidas rePetldas, plasmatica foi alt,a na BN e se
: correlacéo de manteve alta apos a refeigdo
BN e CO 12CO 24,8+0,8 20,2+0,5 e 180 min) Pearson
13TCA A concentracdo de grelina
NO 26,9+ 8,0 258£2,5 plasmatica foi reduzida no
34 TCA Kruskal-Wallis, TCA e OB, e sem alteragdo na
Monteleone Tiﬁ’e Investigar as mudangas da OB 33691 398+4.9 RIA Jeium Mann-Whitney, BN. A grelina foi
et al. 2005% OB grelina plasmética nos TAs 56 BN-P 234+43 21,9+3,8 ) correlacéo de negativamente correlacionada
28 OB 38,4+14,1 38,1+6,3 Spearman com peso corporal, IMC e
ordura corporal, em toda a
51CO | 226+31 | 21,7423 g oot
Investigar o PYY total e as Jejurr;ngip;?s- ANOVA, ANOVA N&o houve diferenca na
Monteleone BN respostas da grelinaapésuma | 9 BN-P 245+26 215+18 A (0p45 6090 | 2-Viascom medidas |  concentragéo de grelina em
et al. 2005% refeicdo rica em gordura na 1’20 ’e 1,80 ' | repetidas, post hoc | jejum. A grelina pds-prandial
BN e CO 10 CO 242 +39 21,7+34 de Tukey se manteve mais alta na BN.

min)
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Autores e Idade anos IMC kg/m? Mens Coleta da P;::;:E):sls
Diagn. Hipobteses/ Objetivos Amostra (média £ (média £ . amostra de o Resultados
Ano grelina estatisticas
DP) DP) sangue i
utilizadas
ANOVA, post-
. 10 AN 16,504 163+04 . . hoc de A concentragdo de grelina foi
O PYY pode ser superior na AN e Jejum e pos- . LA
q I dial Bonferroni, encontrada mais baixa na OB, com
Stock et al AN e a resposta do PYY, grefing, GIP € 10 OB 142 +03 344+20 prandia teste de relacdo a AN e CO. A resposta da
56 saciedade para refeicGes mistas 1€ =5 =4 RIA (15,60,90,12 x - )
2005 OB A correlagéo de grelina em cada grupo mostrou
pode ser prejudicada na AN e 0, 180 e 240 Id dif ianificati | q
obesidade min) Wa d, iferenca significativa ao longo do
' 10 CO 14,8 +0,3 202+0,4 correlagéo de tempo.
Pearson
Pacientes com TCA possuem
maiores concentracGes de grelina AL e Al a6 Jejum e pos- x . "
. . . . A concentracédo de grelina plasmatica
Geliebteret | TCAe pos-prandial, e uma taxa de RIA prandial GLM, post-hoc foi menor e teve uma aueda menor
al. 2005% | TCAS | esvaziamento géstrico mais lenta | 14 TCAS 28,6+6,7 359453 (15,0,5,15,30 de Tukey ” umag
o 2 apos a refeicdo no TCA.
e menor de CCK pos- ,60,120 min)
prandialmente 12 OB 33,1+8,7 353+%5,5
Investigar a supressdo da grelina 20 AN 256+1,0 151+0,3 Jejum e pos- ANOVA com | Concentracbes aumentadas de grelina
Otto et al. . . - medidas em jejum na AN. N&o houve
20057 AN pos-prandial na AN durante o RIA prandlal_(ZO € repetidas, teste | diminuicao significativa aps o ganho
ganho de peso. 6 CO 28,8+1,0 21,1+0,7 60 min) iy
de Wilcoxon de peso
13 AN-R 26,6 £ 6,7 159+2,3 Altas concentragoes plasmatica de
Investigar a relacdo entre 16 BN ANOVA Teste grelina na AN, BN e BED foram
concentracdo de grelina (AN-P e 292+114 26,0+ 7,5 t de Stuc,jent encontradas. Nos TA a concentracdo
. . plasmética, cortisol, hormdnios BN-P) " de grelina plasmaética foi
Troisietal. | AN,BN | .. idi drio ali " post-hoc de 5 lacionad
200577 e TCA tireoidianos e padréo al m_nentar na 21 TCA RIA Jejum Sheffé negatlvamgpte correlacionada com
AN, BN e TCA. Analisar os (BN-NP e 38,0+ 11,9 33,0+7,8 Re resséc; i IMC. Positiva correlagdo entre as
grupos pelo critério de compulsao TCA) Sgtepwise concentracdes de grelina e
€ purgagéo comportamento alimentar
23 CO 255+ 3,2 21,24+18 ey
Teste t de A concentragdo de grelina foi alta na
Janas- Investigar o envolvimento da AN 30 AN-R 180+20 151+14 AN-R e ndo se estabilizou totalmente
. ; . . . Student e . x
Kozik et al. AN na disfuncédo da grelina durante o RIA Jejum correlacio de apos o tratamento. Correlacéo
20075 tratamento 20 CO 185+0,5 21,4+21 S eargman negativa com grelina plasmatica total
P e 0 IMC na AN-R ap6s o tratamento.
. ANOVA e
_Mensur_ar gr_ellna, ',DYYS'S.BL 14 AN-R 24,6 £6,0 it 2t Jejum e pos- post-hoc de A grelina plasmética em jejum foi
glicose e insulina apos a refeicéo . . : .
Nakahara et . 1 prandial Sheffé, mais alta na AN, apds o tratamento
0 AN para avaliar o efeito do estado RIA . L
al. 2007 nutricional na AN durante a 12CO 257467 923422 (0,30,60,120 | ANOVA 2-vias | diminuiu um pouco, mas se manteve
e o= e 180 min) com medidas mais alta em comparacédo aos CO.

internacao

repetidas




uadro 1 — Sintese dos estudos sobre grelina plasmética nos diferentes diagnosticos de TA, ordenados pelo més e ano de publicacdo* (conclusio).
Coleta da Principais
Autores e . . _— Idade anos | IMC kg/m? | Mens. analises
Ano Diagn. Hipdteses/ Objetivos Amostra (média £ DP) | (média+DP) | grelina an;gztrjede estatisticas Resultados
g utilizadas
Mensurar as concentracies 21 AN A concentracdo de grelina foi
. rac (AN-Re 23475 16616 - mais alta na AN, independente do
circulantes de grelina/ AN-P) Shapiro Wilk, . ~ X
Monteleon - . subtipo. Nao encontrou diferenca
AN e obestatina e avaliar suas . ANOVA, x
eetal ~ . 21 BN 262 +7.1 214+33 ELISA Jejum « para a BN. A concentracéo de
64 BN relacbes com as medidas e, A E o, correlacdo de . o
2008 o o grelina plasmatica na AN teve
antropométricas e clinicas na Pearson lac o q
BN. AN e CO 20CO 236455 211422 correlacdo positiva com gordura
' 0 =9 == corporal e IMC.
ANOVA . . .
' Na BN a grelina foi elevada pds-
. . 6 BN-P DNM DNM Jejum e pos- (PNIORE 2 vias prandialmente. A resposta da
Monteleon Investigar a resposta de grelina ! com medidas - T
. e ” prandial . grelina foi positivamente
eetal. BN na realimentacdo “enganosa” na RIA repetidas e post - N
= (0,15,30,45,9 correlacionada com a frequéncia
2010 BN e CO ; hoc de Tukey, x ~
7¢O DNM DNM 0 e 120 min) correlagéio de de compulséo e purgacéo
P semanais e duracdo da doenca
earson
. N Teste t de N&o houve diferenga na
Estudar as concentracGes das 28 AN-R 2r4+14 16,8£0,2 Student, concentracdo de grelina em jejum.
Terraet al. AN dipociquini ircul . lac3 laca - I
20137t adipociquininas circulantes na ELISA Jejum correlacdo de Corre acdo negativa com a grelina
AN e CO 33 CO 326+1,3 21,8+0,3 Pearson, plasmética e o IMC na AN-R
regressao linear apos o tratamento.
*0Os dados mostrados foram retirados dos artigos de origem. Para facilitar a comparagao, foram padronizados a exibi¢do da idade e IMC e considerados apenas 1 casa apés a virgula, sem arredondamento.

Legenda: AD: adolescentes, AN: anorexia nervosa, AN-E: anorexia emergencial, AN-P: anorexia nervosa tipo purgativa AN-R: anorexia nervosa tipo restritiva, ANOVA: anélise de variancia (1-via), BN: bulimia
nervosa, BN-P: bulimia nervosa purgativa, BN-NP: bulimia nervosa ndo purgativa, BNDF: fator neurotrdfico derivado do cérebro, CCK: colecistoquinina, CM: individuos constitucionalmente magros, CO:
controles, CR: criangas, DM2: diabetes mellitus tipo 2, DNM: dados ndo mostrados , EIA: ensaio imunoenzimatico, E do inglés enzyme-linked immunosorbent assay, GH: Hormdnio do crescimento, Ghrelin-LI: do
inglés ghrelin-like immunoreactivity, GIP: peptideo inibidor gastrico, GLM: modelos lineares generalizados, , IMC: indice de massa corporal, NO: pacientes ndo obesos, OB: pacientes obesos sem transtornos
alimentares, OBCR: criangas obesas sem transtornos alimentares, PG: pacientes gastrectomizados, PYY: peptideo Y'Y, RIA: do inglés radioimmunoassay, SD: curvas de IMC no padrdo Espanhol, TA: transtornos
alimentares, TCA: transtorno da compulsdo alimentar, TCAS: transtorno da compulséo alimentar subclinico

28
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1.4 GRELINA E OS GENES

O gene da grelina humana (GHRL, Gene ID: 51738)%, que codifica a grelina, esta
localizado no brago curto do cromossomo 3 (3p25-26)*' e possui 518 pares de base(pb).
Inicialmente imaginava-se que ele teria 4 éxons (parte codificante do gene), mas estudos
posteriores identificaram um nimero adicional de éxons em humanos®. O precursor da grelina,
a pré-progrelina, é formada no processo pos-transcricional do GHRL, € constituida por 117
aminoéacidos, distribuidos em 23 aminoacidos do peptideo sinal e 94 aminoacidos da pro-
grelina, os quais compreendem os 28 aminoacidos da grelina madura e mais 66 aminoéacidos®,
que incluem os 23 da obestatina (um hormdnio com caracteristicas antagénicas a grelina, que
suprime o apetite e a atividade estomacal)®. Por tanto, a grelina e a obestatina séo codificadas

pelo mesmo gene precursor (Figura 2).

Pré-progrelina (cromossomo 3p25.3)

5'=-UTR A-UTR
106k T36bp 285bp 117bp 1090 14A5bp

4|-1Hn}_|: a} {

| /

Pré-progrelina I |
1 2R 51 3 99 137
Pré-grelina |
Ll B 76 99 137
i F h"
£ & 7 o
¥ Fd % .
Grelina : EI:D C-gre"na

I:] Obestatina

Figura 2 - Gene da grelina humana (GHRL), também chamado de gene da pré-progrelina e seus
produtos. As caixas mais escurar simbolizam os éxons, enquanto 0s nimeros na parte inferior
simbolizam os aminoacidos. Adaptado de Liu et al. 2011%

Um estudo verificou ndo s6 o aumento das concentragdes plasmaticas de grelina, mas
também um aumento da relacdo obestatina/grelina em pacientes com AN e encontrou uma
relacdo positiva entre obestatina/grelina e o peso corporal atual, assim como para o IMC. Os
autores sugerem que estas concentragdes mais elevadas de obestatina/grelina nos pacientes com
AN, podem ser explicadas pela expressdo aumentada do gene GHRL, o que resultaria em um
aumento na producao destes hormonios e consequentemente um maior sinal orexigénico na AN

do que em mulheres eutrdficas®.
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O gene do receptor (GHS-R, Gene ID: 2693)% também foi localizado no cromossomo 3
(39-26-31)°! e codifica a proteina G acoplada a sete receptores transmembranosos®. Esse gene
consiste em 2 éxons separados por 1 intron (parte ndo codificante do gene) (Figura 3). O éxon
1 codifica as regides transmenbranosas I-V e 0 éxon 2 codifica as regides de VI e V112, O gene
GHS-R codifica dois tipos de RNA mensageiro (RNAmM): GHS-R1a e 0 GHS-R1b%%,

. GHSR (cromossomo 3¢26.31)

796bp 305bp

3

5 Exon 1 Exon 2 T
||: G>T rs565105

C611A Ala204Glu
rs1219171883

C531A Prpl77Pro
rs498850!

T>A rsb[19384
C837A Phe297Leu

C>T rs509035

G>A rs9819506 G477A Argl59Arg
rs572169
A>T rs512692 I
e L___ C447G LeudSleu G>A rs509035
rs2232169 —— A>G rs2948694
L C171T Gly57Gly —— -/GA rs10618418

rsd95225

L C60T Asp20Asp
rs2232165

Figura 3 — Gene do receptor de secretdgogo de GH (GHS-R) e os polimorfismos de nucleotideo
Gnico (SNPs) mais pesquisados neste cromossomo, acompanhados de seus nimeros de
identificacdo. Fonte: Liu et al. 2011%¢

O gene da GOAT (MBOAT4; Gene ID: 619373) esta localizado no cromossomo 8
(8p12) e é expresso principalmente no estbmago, no pancreas e em menor concentragdo nos
0ss0s¥%, Este gene representa um novo candidato em pesquisas genéticas que investigam
fendtipos complexos® (Figura 4). Entende-se por fendtipo as caracteristicas apresentadas por

um individuo, sejam elas morfoldgicas, fisioldgicas ou comportamentais®.

a GOAT (cromossomo 8p12)

5' 1 2 3 3'

L C>G rs3735989

L A>G rs10096097
——  A>G rs4733400

A>G rs16876504

L A>G rs1355412

— A>G rs132721159

Figura 4 - Gene da enzima grelina O-aciltransferase (MBOAT4) e os polimorfismos nucleotideo
tnico (SNPs) mais pesquisados neste cromossomo, acompanhados de seus numeros de
identificacdo. Fonte: Liu et al. 2011%
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1.5 SNPS NOS GENES DO SISTEMA GRELINA E 0S TA

Os SNPs sdo variacdes que ocorrem na sequéncia do DNA e que afetam somente um
nucleotideo: adenina (A), timina (T), citosina (C) ou guanina (G). Estas variagdes devem
ocorrer em pelo menos 1% de uma determinada populacéo para ser considerada um SNP. Se a
frequéncia de uma variacdo for menor que 1%, a mesma sera considerada uma mutacao. Eles
constituem 90% de todas as variacdes gendmicas humanas e aparecem, em média, uma vez a
cada 1.300 bases, ao longo do genoma humano. Dois tercos dos SNPs correspondem a
substituicdes de uma C por uma T,

Eles podem estar localizados em varias regides do gene: promotora (regido regulatéria
do gene onde se inicia a transcricdo), éxons e introns. Os SNPs nas regifes promotoras e
codificadoras tém maior probabilidade de modificar o funcionamento do gene e,
consequentemente, a proteina formada®. A variante polimoérfica poderia gerar uma proteina
defeituosa ou inativa, o que influenciaria no comportamento alimentar e no equilibrio
energético®®. Além disso, essas variacdes na sequéncia do DNA poderiam influenciar a resposta
dos organismos a doencas, bactérias, virus, produtos quimicos, farmacos, entre outros.

Alguns trabalhos investigaram SNPs na grelina em individuos com TA. Cellini et al. em
2006% analisaram 3 SNPs no gene GHRL (rs4684677, rs696217, rs34911341)* e ndo
encontraram associacdo com AN e BN, mas notaram que a transmissdo preferencial do
haplo6tipo (combinacéo de alelos em loci adjacentes, que fazem parte do mesmo cromossomo e
sdo transmitidos juntos) do Glu90Leu72Arg51 e a reducdo do GIn90Met72Arg51 observada na
BN, sugeria um possivel envolvimento dessa combinacdo alélica na etiologia da doenca.
Monteleone et al. em 2006% e Kindler et al. em 2011 também investigaram os polimorfismos
no gene GHRL na AN, BN e os Gltimos autores incluiram o TCA, ndo encontraram associacao
em nenhum SNP para nenhum diagnostico (Quadro 2).

Por outro lado, Ando et al. em 2006%°! avaliaram 6 SNPs no gene GHRL na AN e BN e
encontraram associacdo para rs2075356 e rs696217 na BN, para a populagdo japonesa.
Dardennes et al. em 2007%2 também encontraram positiva associa¢do no SNP rs696217 na AN-
P, investigando pacientes e trios familiares. Por tanto, quando observamos os polimorfismos no
gene GHRL os estudos ainda ndo sdo consensuais (Quadro 2).

Em 2006 Miyasaka el al', avaliaram o SNP rs495225 no gene GHS-R na AN, BN e
OTA (outros transtornos alimentares) e encontraram positiva associagdo para BN na populacéo

japonesa. Nessa variacdo troca-se C por T na posicdo 171 (171T/C), eles encontraram

*Nota — cada SNP possui um numero de identificagdo, acompanhado pela sigla “rs”.
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associacdo no genotipo CC (homozigoze). Além disso, esse genotipo teve uma frequéncia
menor na AN-R do que nos outros subgrupos (AN-P, BN Purgativa- BN-P e BN N&o Purgativa
—BN-NP), os autores propuseram uma fraca associagédo entre o genotipo 171CC com o fendtipo
“compulséo alimentar”1% (Quadro 2).

Sugere-se que as mutacGes com perda de funcdo no GHS-R podem, potencialmente,
acarretar em estado de desnutricdo ou na reducdo do GH e da secrecdo de grelina levando a
magreza, e que as mutagdes com ganho de funcio podem levar a obesidade!®®. Mutagdo com
perda de funcdo sdo mudancas na sequéncia dos nucleotideos que resultam num produto génico
gue tem menos ou nenhuma func¢do, em comparagéo ao gene ndo mutado, e mutagdo com ganho
de funcdo mudam o produto génico de forma que este adquira uma nova fungdo®. No entanto,
o0 polimorfismo 171T/C ocorre dentro do dominio transmembranar do receptor e ndo altera a
sequéncia de aminoacidos, por isso é improvavel que seja um polimorfismo funcional, sendo
assim, um desequilibrio de ligacdo (DL) com um polimorfismo funcional que pode estar
envolvido no mecanismos subjacente é mais provavel'®. DL é definido com a diferenca
haplotipicas observadas e aquelas esperadas se o0s alelos segregassem de maneira
independente!®,

Muller et al. em 2011, pesquisaram 6 SNPs no MBOAT4 e encontraram associacio
no rs10096097 e AN. Essa mutacéo troca G por A, a associacao foi encontrada no genotipo GG
(modelo recessivo). Esse SNP esta localizado na regido promotora do gene, 24.981 pb acima
do start cddon (juncdo de 3 nucleotideos ATG, onde se liga a RNA polimerase - RNAp para o
inicio da transcri¢cdo). As mutacdes com ganho de funcdo no MBOAT4 podem tentar explicar
as concentracOes elevadas de acil grelina na AN. Hipergrelininemia persistente poderia implicar
em um aumento da resisténcia a grelina e ao GH, comparavel a resisténcia a insulina em
individuos com hiperinsulinemia persistente. Por outro lado, as mutagdes com perda de funcédo
no MBOAT4 podem levar a um comportamento alimentar prejudicado e, assim, um risco
aumentado de AN (Quadro 2).
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Quadro 2 - Estudos sobre polimorfismos no gene da grelina (GHRL), da grelina O-aciltransferase (MBOAT4) e do receptor de secretagogo de GH (GHS-R) nos TA

Diagnosticos . . . Grupo o ~ Pais de
Autores e Ano estudados Hipoteses Gene Polimorfismo N Controle Associagdes Concluséo Estudo
. . . -366 AN N&o foi Improvével que estes
Cellini et al. AN Analisar € polimorfismos do 1$4684677 -326 BN 342 encontrada polimorfismos estejam
90 e BN gene grelina que podem estar GHRL -rs696217 - Europa
2006 : . . -529 AN e BN controles nenhuma relacionados com TA na
envolvidos na etiologia dos TA -rs34911341 . - - N .
trios familiares associagdo populacdo Europeia
-rs696217
-rs34911341 . .
. ) . -131 AN-R Encontrada para | Estes polimorfismo podem
Ando eltma . AN e BN Grel|r_1a esta envolvida na GHRL r$4684677 -97 AN-P 300 rs2075356 e estar envolvidos na Japéo
2006 etiologia dos TA? -rs2075356 controles - -
-108 BN rs696217 na BN etiologia dos TA
-rs35680
-3615 A>C
Variagdes funcionais no gene da . o Sugerem que estes
grelina podem contribuir para -114 BN Ndo foi polimorfismos da grelina
Monteleone et AN . o -rs34911341 119 encontrada x . -
99 e BN vulnerabilidade genética, ou GHRL -31 AN-R ndo devem contribuir com a Italia
al. 2006 -rs696217 controles nenhuma - -,
modular alguns aspectos do -29 AN-P associacio vulnerabilidade genética na
fenotipo dos TA ¢ AN e BN
Investigar um novo polimorfismo
. no GHS-R porque o polimorfismo -96 AN . .
Miyasakaetal. | Ay BN eOTA | no GHRL -Leu72Met no foi GHS-R -rs495225 -116 BN 284 Encontrada para | Este polimorfismo pode ser Jap#o
2006 - controles BN um fator de risco para BN.
detectado previamente na -16 OTAE
populacdo Japonesa
Anélises genéticas
. simultaneas com
Analisar se polimorfismos do -114 AN'.R e trios Encontrada para determinantes biol6gicos
Dardennes et AN . -rs4684677 familiares x . :
102 gene grelina que podem estar GHRL . N&o tem AN-P no podem ajudar a explicar o Franca
al. 2007 - . - -rs696217 -90 AN-P e trios e
envolvidos na etiologia dos TA - rs696217 alto grau de hereditariedade
familiares x o
e 0 padrédo patofisiolégico
nos TA.
-rs1355412,
Verificar se as variagdes -rs10096097, Encontrada para A variagdo genética do
Muller ngal' AN genéticas do GOAT estdo MBOAT4 1516876504, -543 AN 612 AN no gendtipo GOAT pode estar Alemanha
2011 envolvidas na etioloaia da AN -rs3735989, controles G/G para o relacionada com a etiologia
g -rs13272159, rs10096097 da AN
-rs4733400
- . Associagdes positivas
Os fatores genéticos Nao foi A
Kindler et al provavelmente pc?dem contribuir 1534911341 46 AN 164 encontrada __anteriores com —
00 AN, BN e TCA . P GHRL -rs696217 -30 BN polimorfismos do gene da Austria
2011 para vulnerabilidade biol6gica controles nenhuma A
-rs4684677 -38 TCA S grelina ndo puderam ser
dos TA associagdo

replicados
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1.6 JUSTIFICATIVA

Identificar os fatores de risco ou causais para os TA € importante por pelo menos
quatro motivos: 1°) identificacdo de mecanismos causais satisfaz a necessidade de
entender porque certas pessoas desenvolvem o quadro e outras ndo; 2°) a nosologia
idealmente deve ser baseada na etiologia, ainda que o0 esquema atual de classificacdo dos
TA (como descrito no DSM 52) seja baseado unicamente no agrupamento observado de
sinais e sintomas, o estudo dos fatores de risco pode apresentar uma fonte inesgotavel de
informagfes com potencial valor para a revisdo do atual sistema; 3°) o tratamento €
melhor realizado quando conhecemos as causas do transtorno, sabemos que a eficacia dos
tratamentos para os TA possuem uma qualidade muito varidvel; e 4°) determinar os
grupos de alto risco para direcionar as intervengdes, desenvolver programas de prevengéo
e informar as politicas pablicas'®%’.

Os polimorfismos do gene da grelina humana (GHRL) tém sido investigados nos
TA como importantes fatores de risco, mas os achados ainda sdo inconclusivos'®, os
estudos mostram diferentes associagdes, com os diferentes diagndsticos de TA%9-102
Entretanto, associag¢des positivas foram encontradas entre SNPs dos genes do receptor de
secretdgogo de GH (GHS-R) e da grelina O-aciltransferase (MBOAT4) e os diagndsticos
de BN e AN. Neste sentido, somente dois trabalhos encontraram essa associacao o de
Miyasaka et al.1% e de Muller et al.1%, sendo necessarios novos trabalhos para que haja
maior clareza sobre os resultados obtidos. Até o presente momento, nao existe nenhum
estudo sobre polimorfismos nos genes GHS-R e MBOAT4 e os TA, no Brasil.

Portanto, as variantes do GHS-R (rs495225) e do MBOAT4 (rs10096097) podem
contribuir para a vulnerabilidade genética, modulando alguns aspectos do fenétipo dos
TA. Porém se tratando unicamente de dois estudos, mais trabalhos sdo necessarios para

confirmar essas associagoes.

1.7 HIPOTESES
As hipoteses dessa dissertacdo foram construidas a partir do estudo de associagdo
genética, e tem como base a comparacao da frequéncia alélica ou genétipo entre casos e
controles. As perguntas que norteiam a presente pesquisa sdo: “existe associa¢ao genética
entre o polimorfismo do gene GHS-R (rs495225) e AN, BN, TCA?” e “existe associacdo
genética entre o polimorfismo do gene MBOAT4 (rs10096097) e AN, BN, TCA?”. Para
o teste de hipdteses consideramos a hipétese nula (HO) e a hipotese alternativa (Ha) para

cada variavel categodrica de diagndstico do TA.
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1.7.1 HIPOTESES PARA O POLIMORFISMO DO GENE GHS-R Rs495225:
HOa. N&o associa¢do com AN
H1la. Associacdo com AN
HOb: Né&o associacdo com BN
H1b: Associacdo com BN
HOc: Néo associacdo TCA
Hlc: Associagdo com TCA

1.7.2 HIPOTESES PARA O POLIMORFISMO DO GENE MBOAT4 Rs10096097:
HOa. Né&o associacdo com AN
H1la. Associacdo com AN
HOb: N&o associacdo com BN
H1b: Associacdo com BN
HOc: Néo associacdo TCA
H1c: Associacdo com TCA
Parte da introducdo desta dissertacéo, foi publicada em inglés, na revista Archives
of Clinical Psychiatry em sua 422 edicéo 2° volume, como artigo de revisao'®. Esse artigo

encontra-se em integra no apéndice (Apéndice A).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar se os polimorfismos rs495225 do gene GHS-R e rs10096097 do gene

MBOAT4 estéo envolvidos na etiologia dos TA na populacéo brasileira.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) Comparar a frequéncia do polimorfismo rs495225 do gene GHS-R em pacientes
com os diagnosticos de AN, BN, TCA e individuos controles;
b) Comparar a frequéncia do polimorfismo rs10096097 do gene MBOAT4 em
pacientes com os diagnosticos de AN, BN, TCA e individuos controles.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 DESENHO
O presente estudo caracteriza-se como observacional caso-controle.

3.2 LocAL

O estudo foi realizado no Programa de Transtornos Alimentares do Instituto de
Psiquiatria, do Hospital das Clinicas, da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (AMBULIM-IPg-HC-FMUSP) em parceria com o Laboratorio de Neurociéncias
“Alzira Denise Hertzog Silva” que faz parte da rede dos Laboratérios de Investigacdes
Meédicas (LIMs) do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP (LIM-27).

O AMBULIM foi criado em 1992, pelo Prof. Dr. Taki Athanassios Cordas,
quando nao havia no Brasil nenhum centro especializado no tratamento dos TA.
Atualmente, este servico € considerado o maior centro especializado em TA do Brasil e
da América Latina, oferecendo tratamento para pacientes de qualquer ponto do pais. Sua
equipe é formada por psiquiatras, psicologos, nutricionistas, educadores fisicos,
fisioterapeutas e entre outros profissionais especializados. O LIM-27 foi planejado e
construido entre os anos de 1997 e 1999, com o esforco conjunto do Prof. Dr. Wagner
Gattaz e seus colaboradores. O grupo desenvolve estudos nas areas de biologia molecular,
celular, genética e bioquimica em diferentes transtornos neuropsiquiatricos. Atualmente,
0 LIM-27 conta com uma equipe de cerca de 40 pessoas, incluindo médicos, bidlogos,
farmacéuticos, técnicos especializados, estudantes de graduacdo e pos-graduacgédo, pos-
doutorandos e pesquisadores seniores, conduzindo pesquisas nas mais diversas areas da

neuropsiquiatria.

3.3 AMOSTRA
Foram estudados 83 pacientes de ambos 0s sexos, diagnosticados com algum
subtipo de TA (AN, BN e TCA), em algum momento da vida, que receberam tratamento
em ambulatoério ou enfermaria do AMBULIM e 55 individuos controles.
Os critérios de inclusdo dos sujeitos na amostra foram:
- Diagndstico de TA (AN, BN, TCA) em algum momento da vida. Este

diagnostico foi confirmado através de revisdo de prontuario e seguiu 0s critérios
atualizados da Associacdo Americana de Psiquiatria (APA) no manual diagnoéstico e
estatistico de transtornos mentais em sua quinta versao (DSM 5);

- Tratamento pregresso ou atual em ambulatério ou enfermaria do AMBULIM,;
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- Ambos os sexos, de 18 a 50 anos;

Os critérios de exclusdo dos sujeitos na amostra foram:

- Idade superior a 50 anos;

- Ter diagnostico de outro diagnostico de TA diferente de AN, BN e TCA (por ex:
OTAE);

- Quadros organicos que incluem alteracGes do comportamento alimentar;

Para obter uma amostra mais homogénea, excluimos das analises quatro pacientes
que tinham o diagndstico de OTAE (outro transtorno alimentar especificado). Segundo o
DSM 5, considera-se OTAE a apresentacdo de sintomas caracteristicos de um TA, que
causam sofrimento clinicamente significativo ou prejuizo no funcionamento social,
profissional ou em outras areas importantes da vida do individuo, mas que néao satisfazem
todos os critérios para qualquer transtorno na classe diagnostica de TAs?. Também
excluimos dos controles um paciente que havia feito gastroplastia, por acreditar que
cirurgia altera comportamento alimentar.

Os pacientes antigos foram contatados (por telefone, e-mail ou carta) e convidados
a participar da pesquisa. Eles vieram ao IPq-HC-FMUSP em dias e horarios pré-
agendados e efetuaram a coleta. Ja os pacientes novos, apdés serem triados e
diagnosticados com algum subtipo de TA por um médico da equipe, foram convidados a
participar da pesquisa. Como eles estavam em tratamento, a coleta foi realizada durante
a vinda do paciente ao ambulatdrio para o tratamento.

Para obtencdo das amostras de sangue dos individuos controles, participaram 55
individuos (44 mulheres e 11 homens), na mesma faixa etaria, que trabalham ou estudam
no IPg-HC-FMUSP. Foram excluidos parentes de pacientes em qualquer grau e
individuos que apresentaram comportamento de risco para TA, segundo o EAT 26
(Eating Attitude Test)'%, com pontuagdo igual ou maior a 21.

Para garantir que estas pessoas ndo foram diagnosticados com TA, foi feita uma
pergunta por entrevistador treinado: “Vocé ja foi diagnosticado com TA em algum
momento da sua vida?”, os individuos que responderam afirmativamente a esta pergunta
ndo participaram da coleta. Os individuos controles selecionados foram pareados por
sexo, etnia e idade.

3.3 COLETA DE DADOS
Foi realizada uma pesquisa de base clinica, cujo os dados foram coletados no
periodo de janeiro de 2014 a setembro de 2015. Os instrumentos foram aplicados pela
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pesquisadora executante ou por outro membro da equipe de pesquisa. A utilizagao destes
instrumentos, a revisdo dos prontuarios e a analise genética possibilitaram a coleta e

analise das variaveis da pesquisa.

3.4 VARIAVEIS
No Quadro 3 estdo apresentadas as variaveis do estudo e sua forma de analise, que

sdo descritas detalhadamente a seguir:

Quadro 3 - Variaveis do estudo e forma de analise

Conjunto de variaveis Variavel Forma de analise
Idade (anos)
Sécio demograficas Sexo (masculino ou feminino) Dados auto referidos
Etnia

Peso (quilos)
Estatura (metros)
Estado nutricional IMC (kg/m2)
Classificacdo do IMC segundo

OMS

Dados mensurados nos casos
e auto referidos nos controles

Eating Attitude Test

Comportamento de risco para « . .
Pontuacdo maior ou igual a 21 (EAT-26)

transtornos alimentares

S . AN, BN ou TCA classificacdo Reviséo do prontuério feito
Diagnéstico de transtorno alimentar

segundo DSM 5 por médico psiquiatra
SNP rs495225 do gene GHS-R
Polimorfismos genéticos SNP rs10096097 do gene Andlise laboratorial
MBOAT4

a) Socio demogréaficas: idade (anos), sexo (masculino ou feminino) e etnia
(branco, pardo, negro, amarelo ou indigena). Coletadas por questionario préprio
desenvolvido especialmente para esta pesquisa (Apéndice B).

b) Estado nutricional: peso (quilos) e estatura (metros), que foram utilizados para
calcular o IMC e o diagnéstico do estado nutricional foi classificado segundo
recomendacdo da Organizacdo Mundial da Satude (OMS, 2006) em baixo peso, eutrofia,

sobrepeso e obesidade conforme o Quadro 4.

Quadro 4- Classificacdo do Indice de Massa Corporal (IMC) segundo a
Organizacdo Mundial da Saude

IMC (Kg/m?) Classificacdo
Abaixo de 18,5 Baixo peso
18,5-249 Eutrofia
25-29,9 Sobrepeso
30-34,9 Obesidade grau |
35-39,9 Obesidade grau Il
Acima de 40 Obesidade grau 1l

Fonte: WHO, 20061°

c) Comportamentos de risco para TA: avaliados segundo o0s escores do

guestionario EAT 26;



40

d) Diagnostico de TA: AN, BN ou TCA: feitos de acordo com os critérios da APA
seguindo o DSM 5, apos revisao do prontudrio realizada por medico psiquiatra sénior na
area de TA;

e) Polimorfismo genético: feitos apos analise laboratorial do DNA extraido dos

leucdcitos contidos no sangue periférico dos individuos.

3.5 INSTRUMENTOS
a) Avaliacdo da prevaléncia de comportamentos de risco para transtornos
alimentares — EAT 26

Para realizar uma melhor selecdo dos individuos controles e evitar que estes
individuos possuam TA, aplicamos um instrumento que avaliou 0s comportamentos de
risco para TA, 0 EAT 26™%. Este questionario, possui 26 questdes, sendo que a escala foi
originalmente elaborada com 40 questdes e depois diminuida para 26 questdes, sem
prejuizo das suas propriedades psicométricas''?. Ele rastreia sintomas de TA, sem,
obviamente, fazer um diagnostico de tal quadro. Cada questdo apresenta seis opcoes de
resposta, em escala Likert. Escores maiores ou iguais a 21 pontos sugerem
comportamentos de risco para TA. Nesse estudo, foi utilizada a versdo traduzida e
validada no Brasil por Bighetti e cols (2004)'%° (Anexo A). Somente um individuo do
grupo controle apresentou alto comportamento de risco para TA, ou seja pontuagao maior

ou igual a 21, e foi retirado das analises.

b) Avaliacdo antropomeétrica

Foram aferidos peso (quilos) e estatura (metros), dos pacientes participantes da
pesquisa, atraves de balanca mecanica de consultorio da marca Filizola, disponibilizadas
pelo IPg-HC-FMUSP e estadidmetro contido na balanca. Para essa afericdo seguimos as
técnicas padronizadas por Lohman et al. (1991)!%. Para os individuos controles

utilizamos peso e estatura referidos.

c) Avaliagéo psiquiatrica

Todos individuos passaram por no minimo, uma avaliacdo psiquiatrica no inicio
e durante o tratamento (atual ou anterior), feita pelos médicos psiquiatras da equipe do
AMBULIM. Essa avaliacdo é baseada em entrevistas estruturadas do DSM 5, critério
internacional ja implementado no IPg-HC-FMUSP. Estes médicos possuem ampla

experiéncia no diagnostico e atendimento destes pacientes.
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Com o objetivo de fechar corretamente o diagnostico de TA, a confirmacéo deste,
foi feita atraves da revisdo dos prontuarios de todos 0s pacientes participantes, por um
médico psiquiatra especializado. Utilizamos os critérios atualizados do DSM 5 para todos

os diagndsticos.

d) Anélise genética

Foram utilizadas amostras sanguineas para a realizagdo da andlise genética, a
extracdo do DNA foi realizada a partir dos leocdcitos. Foram coletados, de cada
individuo, 10 mL de sangue periférico em tubo estéril contendo EDTA (do inglés,
Ethylenediamine tetraacetic acid, ou &cido etilenodiamino tetra-acético, € um composto

organico utilizado como anticoagulante), ndo sendo necessario jejum.

e) Extracdo do DNA

Para a extracdo utilizou-se 0 método Salting Out (Figura 5). Esta técnica consiste
na adicdo de uma solucdo salina saturada que, ao competir com as proteinas pelas
moléculas de solvente, promove uma agregacdo seguida de precipitacdo, ja que as
interacdes proteina-proteina se tornam energeticamente mais favoraveis que as interacoes
proteina-solvente. Ap0s a centrifugacdo, as proteinas e membranas ficam no fundo do
tubo e 0 DNA no sobrenadante. A etapa seguinte € a precipitacdo do DNA pela adigéo de
etanol absoluto, pois as interacdes entre este solvente e as moléculas de dgua favorecem
a precipitacdo do DNA. Por fim, a solubilizacdo do DNA é feita em agua estéril ou tampéo

contendo agentes que possam inibir quaisquer enzimas que possam degradar o DNA
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Figura 5- Extragdo de DNA de sangue periférico pelo método Salting Out. Adaptado de
Roselino, 2008,

Neste trabalho, seguiu-se o protocolo utilizado no LIM 27, baseado no artigo de

Laitinen et al.'!®, As etapas estdo descritas a seguir:

1. 7 ml de sangue total coletado com EDTA
Transferir o sangue em um tubo Falcon de 50ml
Adicionar tampéo de lise (Bloodlysis - 1X) - gsp 30ml
Homogeneizar por inverséo e deixar hemolisar
Centrifugar por 15 min. a 3000 rpm a 4°C
Desprezar o sobrenadante
Adicionar Bloodlysis 1X, gsp 25ml

Homogeneizar até a dissolucédo do pellet

© © N o O Pk~ DN

Centrifugar por 10 min. a 3000 rpm a 4°C
10. Desprezar o sobrenadante

11. Adicionar Bloodlysis 1X, gsp 15ml

12. Centrifugar a 3000 rpm por 10 min. a 4°C
13. Desprezar o sobrenadante

14. Adicionar 3ml de Nucleolysis 1X

15. Adicionar 300 pl de SDS 10%



16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,

25.

26.

217.
28.
29.
30.
31.
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Adicionar 10 pl de proteinase K (10mg/ml)

Homogeneizar e incubar a 37°C, over night

Adicionar 1 ml de NaCl 6M

Homogeneizar vigorosamente por 1 min.

Centrifugar a 3000 rpm por 10 min.

Transferir o sobrenadante em um tubo Falcon de 15 ml

Centrifugar a 3000 rpm por 10 min.

Transferir para um novo tubo Falcon de 15 ml

Adicionar Etanol Absoluto (o dobro do volume), neste tubo Falcon com
0 sobrenadante

Tampar o tubo e homogeneizar por inversdo varias vezes até formar o
precipitado de DNA

“Pescar” o precipitado com a ponteira e passar numa solucéo de Etanol
70%

Transferir o precipitado em um tubo (criotubo)

Deixar o precipitado de DNA secar em um banho seco

Adicionar 300 — 500 pl, dependendo do tamanho do precipitado de DNA
Incubar em banho seco 80°C, até completa dissolucdo do DNA

Ap0s a dissolucdo do DNA, analisa-lo no nanodrop.

f) Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A andlise dos polimorfismo candidatos (rs495225 e rs10096097) foram feitas

através de PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction, ou reacdo em cadeia da

polimerase) em tempo real. O PCR ¢ utilizado para amplificar copias de DNA “in vitro”,

usando os elementos bésicos do processo de replicacdo natural do DNA. E um método

répido para amplificacdo de sequéncias especificas. Durante o PCR sdo usadas elevadas

temperaturas de forma a separar as moléculas de DNA em duas fitas, permitindo entéo a

ligacdo de oligonucledtidos iniciadores (primers), geralmente constituidos por 15 a 30

nucleotidos, obtidos por sintese quimica. A localizacdo da sequéncia alvo é feita pelos

primers. Cada uma das novas fitas de DNA estendidas, serve como molde para a sintese

de uma nova fita, isso garante o0 aumento exponencial do namero fitas, a cada ciclo, por

meio da repeticio da reacdo de polimerizacdo®'’ (Figura 6).
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Figura 6 — Método de amplificacdo do DNA por PCR (reacdo em cadeia da polimerase).
Adaptado de Alberts el al 20027,

Foram utilizados ensaios TagMan genotyping assay (Life Technologies) para a
analise do PCR em tempo real. As reacdes para a amplificacdo dos fragmentos de

interesse utilizadas estdo descritas no quadro abaixo (Quadro 5).

Quadro 5 - Assays utilizados no PCR

Gene SNP ID Assay ID Localizacdo Sequéncia

C 1079488 1 GCATGGTGAGCAGGTTGCCAG
— =" | Chr.3:172166033 | CGAT[A/G]JCCCACCACGAAGAG
- TGCCACGCAGG"

GHS-R rs495225

C_ 1492540 CACAAACTACCCCGCCAGAAG

MBOAT4 | rs10096097 10 Chr.8: 30027098 | GAGC[A/G]JCCAGGGTTCACAGC

AGGCTTTCAAT
*Assay construido na fita complementar do DNA

A amplificagdo dos dois genes GHS-R e MBOAT4 seguiu 0 seguinte protocolo:
2UM de DNA,; 0,35uM de cada Assay 20 x (Life Technologies); 3,5 UM master mix 2X
(Promega); 1,15 uM de H20 autoclavada, para um volume final de reacdo de 25uM.

A PCR foi realizada no termociclador ABI Real Time PCR 7500 (Termo Fisher
Scientific), como segue: um ciclo de desnaturacado inicial de 95°C por 10 min, 45 ciclos
alternados entre anelamento e alongamento (95°C por 15s), e um ciclo de extenséo (60°C
por 1 min). Apds estes ciclos as amostras foram preservadas a 4 °C.

A fluorescéncia de sondas de hidrélise especificas para os polimorfismos
avaliaram o gendtipo do individuo. Na Figura 7, estdo demonstrados alguns graficos
gerados através das fluorescéncias das sondas do PCR tempo real de cada um dos
possiveis genotipos do GHS-R (TT. TC, CC).
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Figura 7 - Gréficos gerados através das fluorescéncias das sondas do PCR tempo real de

cada um dos possiveis genotipos do GHS-R (TT. TC, CC respectivamente) referente ao

polimorfismo rs495225.
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O armazenamento e o uso futuro das amostras ocorreu de acordo com o0
regulamento do biorrepositério descrito no projeto “Avaliacdo de genes do sistema
monoaminérgico e de regulacdo do apetite associados aos transtornos alimentares”

aprovado pela CAPPesq (Anexo B).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram armazenados, organizados e tabulados em banco de
dados do Excel.

As variaveis continuas foram expressas como média e desvio padrdo, as variaveis
categoricas foram expressas como género, diagndstico de TA, classificacdo de IMC e
etnia. Para a comparacao entre a médias das variaveis categoéricas relativas ao diagnostico
de TA e as variaveis continuas relacionadas aos dados demogréaficos, estado nutricional
e comportamento de risco para TA foi usado o teste ANOVA (analise de variancia),
seguido do post hoc Tukey. A frequéncia alélica foi calculada a partir da frequéncia
genotipica. O equilibrio de Hardy-Weinberg foi determinado usando-se a frequéncia dos
alelos através do teste qui-quadrado (y2) de Pearson. Para avaliar a frequéncia dos
polimorfismo entre os diagndsticos de AN, BN e TCA e os controles, foi usado o teste
exato de Fisher. Foi considerado significancia estatistica p<0,05. Para andlise das
variaveis utilizou-se o programa R versdo 3.2.2.

O calculo amostral foi realizado a priori de acordo com as referéncias de Muller
el al, 2011'% e Miyasaka el al, 2006'%, para uma significancia de 0,05 para um poder de
0,95 a amostra total deveria ser composta 152 individuos, sendo que metade desses
individuos deveriam ser controles, consideramos por tanto, 76 pacientes e 76 controles.

Para esse calculo foi utilizado o programa G*Power versao 3.1.9.1.

3.6 ASPECTOS ETICOS

Todos os procedimentos foram realizados apds a concordancia da participacéo do
sujeito e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) - (Apéndice
C). Esta pesquisa ndo acarretou em nenhum risco aos sujeitos e 0s mesmos puderam
desistir de sua participacdo em qualquer momento.

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Seres
Humanos do Instituto de Psicologia da Universidade de Sdo Paulo (CEPH-IPUSP), sob o
namero de protocolo CAAE: 11201113.5.3001.0065 (Anexo C) e, esta inserido no
projeto de pesquisa “Anélise de polimorfismos de genes do sistema monoaminérgico e

de regulacdo do apetite associados aos transtornos alimentares” do AMBULIM e LIM-
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27 também aprovado pela Comissdo de Etica para Anélise de Projetos de Pesquisa do
HC-FMUSP (CAPPesq), numero de protocolo: CAAE 01946913.7.0000.0068 (Anexo
D).

O projeto maior possui como coordenadora a Dra. Sophie Deram, e tem como
principal objetivo avaliar genes do sistema monoaminérgico e da regulagdo do apetite

procurando fatores genéticos de risco para os TA nos pacientes do AMBULIM.
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4 RESULTADOS

4,1 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

Foram estudados no total 137 individuos, sendo 82 pacientes com TA e 55
controles. Desta amostra somente 10 pacientes (12,2%) retornaram para a participar da
pesquisa (pacientes antigos), o restante estava em atendimento (pacientes novos) e foram
coletado nos ambulatorios e enfermaria do AMBULIM, durante o periodo da pesquisa.
Utilizando os critérios de exclusdo, foram retirados das analises: quatro casos com OTAE,
dois casos acima de 50 anos, um controle acima de 50 anos, um controle pontuacgdo do
EAT 26 superior a 21 e um controle que havia feito cirurgia bariatrica. Foram
considerados, por tanto, 128 individuos (76 pacientes e 52 controles).

Os pacientes foram divididos em grupos de acordo com o tipo de diagnostico de
TA e na AN classificou-se também a presenca ou auséncia de compulsdo/purgacao (AN-
R e AN-P). As caracteristicas demogréaficas, estado nutricional e comportamentos de risco

para TA estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, estado nutricional e comportamentos de
risco em pacientes com TA e controles

Variaveis AN-R AN-P BN TCA Controles
n=04 n=19 n=36 n=17 n=52

Género M/F 0/4 3/16 8/28 1/16 11/41
(%) (0,0/100,0) | (84,2/12,8) | (77,8/22,2) (5,9/94,1) (21,1/78,9)
Etnia
(amarela/branca/ 0/3/1/0/0 0/12/0/4/3 0/20/0/5/11 0/11/0/1/5 2/43/0/3/4
indigena/negra/parda)
dade anos 277463 | 32,749,0 33,0484 37,7477 31,4489
(médiaxDP)
Peso Kg 432+8,9 | 53,0+17,24 | 77,542558C | 107,9+20,5PEFGC 67,2+12,9
(média+DP)

2
IMC Kg/m 16,4429 | 100+48" | 281480 | 39245 6KLMN 24,443 8
(médiaxDP)
Classificacdo
IMC 3/1/0/0/0/0 | 9/8/1/0/1/0 | 0/16/8/7/3/2 0/0/1/2/717 1/32/13/5/1/0
(bp/et/splobl/
obll/oblll)
EAT 26 3554284 | 434+184 | 37,8+159 22,4+7,00° | 63+4,5QRST
(média+DP)

Os resultados sdo expressos em média e desvio padrdo, para variaveis continuas, e nimeros de casos e porcentagem
para varidveis categoricas. Legenda: AN-R: anorexia nervosa restritiva; AN-P: anorexia nervosa purgativa; bp: baixo
peso; BN: bulimia nervosa; et: eutrofia; DP :desvio padrdo; F: feminino; IMC: indice de massa corporal; Kg:
kilogramas; M: masculino; obl: obesidade grau I; obll: obesidade grau II; oblll: obesidade grau I1; sp: sobrepeso;

TCA: transtorno da compulséo alimentar.

Ap<0,04 vs controle (ANOVA e post hoc Tukey); Bp<0,01 vs AN-R, p<0,00 vs AN-P (ANOVA e post hoc Tukey);
Pp<0,00 vs AN-R, Ep<0,00 vs AN-P, Fp<0,00 vs BN, ©p<0,00 vs controle (ANOVA e post hoc Tukey); "p<0,02 vs
controle (ANOVA e post hoc Tukey); 'p<0,00 vs AN-R, ’p<0,00 vs AN-P (ANOVA e post hoc Tukey); Kp<0,00 vs

AN-R, 1p<0,00 vs AN-P, Mp<0,00 vs BN, Np<0,00 vs controle (ANOVA e post hoc Tukey);°p<0,00 vs AN-P,

Pp<0,00 vs BN (ANOVA e post hoc Tukey); ®p<0,00 vs AN-R, Rp<0,00 vs AN-P, p<0,00 vs BN e Tp<0,00 vs TCA

(ANOVA e post hoc Tukey).
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As médias de peso e IMC foram menores nos grupos AN-R e AN-P, embora
somente o grupo AN-P tenha demonstrado diferenca significativa em comparacdo aos
controles (peso - 53,0 Kg versus 67,2 Kg, p<0,04 e IMC — 19,9 Kg/m? versus 24,4 Kg/m?,
p<0,02). O grupo da BN obteve médias de peso e IMC significativamente maior em
comparacgdo aos grupos AN-R (peso - 77,5 Kg versus 43,2 Kg, p<0,01 e IMC - 28,1
Kg/m? versus 16,4 Kg/m?, p<0,00) e AN-P (peso - 77,5 Kg versus 53,0 Kg, p<0,00 e IMC
- 28,1 Kg/m? versus 19,9 Kg/m?, p<0,00). O grupo TCA também obteve médias de peso
e IMC significativamente maior (peso — 107,9 Kg e IMC 39,2 Kg/m?) em comparagio a
todos 0s outros grupos: AN-R (versus peso — 43,2 Kg e IMC - 16,4 Kg/m?, p<0,00 e
p<0,00 respectivamente), AN-P (versus peso — 53,0 Kg e IMC - 19,9 Kg/m?, p<0,00 e
p<0,00 respectivamente), BN (versus peso — 77,5 Kg e IMC — 25,5 Kg/m?, p<0,00 e
p<0,00 respectivamente) e controles (versus peso — 67,2 Kg e IMC — 24,4 Kg/m?, p<0,00
e p<0,00 respectivamente).

O teste EAT 26 teve sua pontuacdo média significativamente menor nos controles
(6,3) em comparacéo a todos os grupos com diagndsticos de TA: AN-R (versus 35,5,
p<0,00), AN-P (versus 43,3, p<0,00); BN (versus 37,8, p<0,00) e TCA (versus 22,4,
p<0,00), sendo que no TCA a pontuacdo média também foi significativamente menor em
comparacao aos grupos AN-P e BN. A maior pontuacdo média foi encontrada no grupo
AN-P.

4.2 ASSOCIACAO DO SNP Rs495225 DO GENE GHS-R com 0s TAS
A distribuicdo dos gendtipos da populacdo foi consistente com o equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0,05), e por esse motivo, apesar da coleta ndo ter alcangado o nUmero
minimo total de 152 individuos, o tamanho amostral (n=128) mostrou-se adequado para
avaliar os polimorfismos. Nao houve diferenca significativa na frequéncia dos genotipos
do SNP rs495225 do gene GHS-R entre os diagndsticos de TA e a populagdo controle
(Tabela 2).
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Tabela 2- Frequéncia dos genotipos e de alelos do SNP rs495225 (T/C) do gene
GHS-R em pacientes com TA e controles

Gendtipos Alelos
Grupos n n (%) (%)
TT TC CcC T C

Controles 52 24 (46,1%) | 17 (32,7%) | 11 (15,8%) 0,62 0,38
AN-R 04 0 (0,0%) 2 (50,0%) 2 (50,0%) 0,25 0,75
AN-P 19 9 (47,4%) 7 (36,8%) 3 (15,8%) 0,66 0,34
BN 36 12 (33,3%) | 19(52,8%) | 5 (13,9%) 0,60 0,40
TCA 17 7 (41,2%) 7 (41,8%) 3 (17,6%) 0,62 0,38

p=NS (Teste exato de Fisher). Legenda: NS — ndo significativo

4.3 AssoCIAGAO DO SNP Rs10096097 bo GENE MBOAT4 com 0s TAS
A distribuicdo dos gendtipos também foi consistente com o equilibrio de Hardy-

Weinberg (p>0,05) na populacdo estudada. N&o houve diferenca significativa na

frequéncia dos gendtipos do SNP rs10096097 do gene MBOAT4 entre os diagnosticos de

TA e a populacéo controle (Tabela 3).

Tabela 3- Frequéncia dos gendtipos e de alelos do SNP rs10096097 (A/G) do gene

MBOAT4 em pacientes com TA e controles

Genotipos Alelos
Grupos n n (%) (%0)
AA AG GG A G

Controles 52 21 (40,4%) | 24 (46,1%) | 7 (13,5%) 0,68 0,37
AN-R 04 2 (50,0%) 2 (50,0%) 0 (0,0%) 0,75 0,25
AN-P 19 11 (57,9%) | 6 (31,6%) 2 (10,5%) 0,74 0,26
BN 36 19 (52,8%) | 13(36,1%) | 4 (11,1%) 0,71 0,29
TCA 17 9 (52,9%) 7 (41,2%) 1 (5,9%) 0,74 0,26

p=NS(Teste exato de Fisher). Legenda: NS — ndo significativo
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5 DiIscussAO

Os TA podem levar a importantes complicacdes bioldgicas, psicoldgicas e sociais*
e tém a maior taxa de mortalidade entre todas as sindromes psiquiatricas'®. Alguns
estudos sugerem que 0s genes envolvidos na regulagéo do consumo alimentar e do peso
corporal, podem estar relacionados com sua etiologia, nesse sentido, os polimorfismo nos
genes do sistema grelina vém sendo amplamente investigados por diversos paises®.

A identificacdo de fatores genéticos de suscetibilidade podem ajudar na
identificacdo de mecanismos causais, colaborando assim, para uma maior eficacia dos
tratamentos oferecidos e possibilitando um melhor direcionamento nas intervencdes
relacionadas a prevengdo®®’,

No presente estudo, avaliamos a associacdo entre os SNPs dos genes GHS-R
(rs495225) e MBOAT4 (rs10096097) com os diagndsticos de AN, BN, TCA em
tratamento ambulatorial/enfermaria e controles.

Foram encontradas diferencas significativas com relacdo a comparacdo das
médias de peso e IMC entre os grupos AN-P, BN e TCA. Isso ja era esperado pois, 0
estado nutricional é um critério relevante para o diagnostico do TA, principalmente na
AN e no TCA onde os individuos, em sua maioria, sdo considerados baixo peso e/ou
eutroficos (proximo ao limite inferior da eutrofia — 18,5 Kg/m?) na AN, e com sobrepeso
e/ou obesidade no TCA. Ja na BN, o estado nutricional fica mais proximo a eutrofia e/ou
sobrepeso?. Apesar do grupo AN-R ter obtido a menor média de peso e IMC, as analises
ndo encontraram diferencas significativas. A prevaléncia de individuos com o diagndstico
de AN-R na idade adulta € menor que na infancia e adolescéncia, pacientes com habitos
compulsivos/purgativos sdo mais frequentes nesta faixa etaria''®, No AMBULIM é raro
encontrarmos um paciente que tenha recebido o diagnostico de AN-R, geralmente 0s
pacientes com AN fazem uso de algum método purgativo.

Também como o previsto, houve diferencas significativas na pontuacdo média do
EAT 26 entre os grupos controle e com diagndsticos de TA, sendo que a pontuacao média
nesses grupos foi superior a 21. Houve uma diferenca significativamente menor na
pontuacdo média dos pacientes com TCA em relacdo a AN-P e a BN. Pela auséncia de
métodos compensatdrios no TCA, € possivel que esses pacientes ndo somem pontos na
parte de compensacOes/purgacdes da escala e por este motivo tenham uma menor
pontuacdo final. O EAT é o instrumento mais utilizado no mundo para rastrear
comportamentos de risco para TA na populacao geral, possui uma taxa de precisao de no

minimo 90%%!. Sua utilizagdo em pacientes com TA pode ser considerada redundante,
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uma vez que estes pacientes ja tenham diagndstico confirmado. Contudo, como o estudo
possui um grupo controle, optou-se por utiliza-lo em toda a amostra para garantir que esse
grupo fosse saudavel.

Diversos SNPs relacionados ao gene GHRL foram investigados em relacdo aos
TA. Cellini et al.** em 2006, Monteleone et al.* em 2006 e Kindler et al.}®® em 2011,
pesquisaram a associacdo entre diferentes SNPs no gene GHRL e AN, BN e TCA; néo
encontraram nenhuma associagdo. Ando et al.’®* em 2006, procuraram associagdo entre
diferentes SNPs no gene GHRL com AN-R, AN-P e BN, encontraram associagéo positiva
nos SNPs rs2075356, rs696217 e BN. Dardennes et al.’%2 em 2007, avaliou dois SNPs no
gene GHRL em trios familiares com AN-R e AN-P, e também encontraram associacdo
entre 0 SNP rs696217, mas desta vez com AN-P. Os resultados observados foram muito
divergentes, por este motivo, foram pesquisados outros genes que participam do sistema
grelina (GHS-R e 0 MBOAT4) e que j& haviam mostrado associagdo com os TA em
estudos anteriores.

No presente estudo, a frequéncia do alelo C no gene GHS-R na posicdo 171
(171T/C) nédo se associou a nenhum dos diagnésticos de TA (AN, BN e TCA). O SNP
rs495225 localizado no gene GHS-R foi selecionado para este trabalho pela positiva
associacao entre o genotipo CC e BN encontrada na populacdo japonesa em 2006 por
Miyasaka et al.1%. N&o ha registro, até 0 momento, desta investigacao ter sido realizada
anteriormente entre os diagndsticos de TA na populacéo brasileira.

No estudo de Miyasaka et al.2%® os autores encontraram uma frequéncia menor do
gendtipo CC na AN-R do que nos outros subgrupos (AN-P, BN-P e BN-NP), por isso
sugeriram que este genotipo teria uma fraca associacdo com o fenotipo “compulsédo
alimentar”. Esse achado ndo se repetiu no atual trabalho.

Outra alternativa seria a de existir um DL com outro polimorfismo funcional que
possa estar envolvido em um mecanismo subjacente. Apesar deste polimorfismo se
encontrar em uma regido codificadora do gene GHS-R (éxon 1), ele ndo altera a sequéncia
de aminoacidos produzida, o que torna esta possibilidade viavel'®, A presenca de uma
variante pode fornecer informacgdes sobre a presenga de outras variantes ao longo do
cromossomo e regides com altos niveis de DL também possuem um nimero reduzido de
haplotipos. Se um aumento substancial no risco da doencga é causada por um unico SNP,
uma associacdo pode ser observada entre esse risco e outros SNPs em DL com o SNP

causal'®,
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O presente estudo ndo analisou os DLs dessa regido, no entanto, Baessler et al.*°
em 2005 relataram associacdo entre cinco SNPs no gene GHS-R (rs509035, rs572169,
rs519384, rs512692 e rs863441) seus haplotipos e o IMC. Os pesquisadores notaram que
a regido que abrange estes SNPs, possui um alto nivel de DL, sugeriram ainda, evidéncias
para a transmisséo desequilibrada dos alelos recessivos destes SPNs, assim como, para 0s
dois mais comuns hapldtipos destes cinco SNPs e a obesidade. Embora o SNP rs 495225
ndo tenha sido avaliado neste estudo, esta regido inclui o éxon 1 e ha a possibilidade de
que esses hapldtipos sejam importantes também para os TA.

Neste estudo, a frequéncia do alelo G no gene MBOAT4 ndo se associou com
nenhum dos diagnosticos de TA (AN, BN e TCA). O SNP rs10096097 no gene MBOAT4
foi selecionado pela associagédo entre o gendtipo GG e AN encontrada na Alemanha por
Muller et al.1%, em 2011. Até o presente, nenhuma outra pesquisa brasileira avaliou esta
associacéo.

Este polimorfismo encontra-se na regido promotora do gene MBOAT4, proximo
ao start codon, e possui uma maior probabilidade de modificar a expressdo do gene e por
consequéncia aumentar e/ou diminuir a quantidade de proteina formada no processo de
transcrigdo, ou ainda, modificar a estrutura da proteina formada e/ou gerar uma perda em
sua funcdo. No entanto, a potencial implicacdo desta variagdo nos TA ainda é
desconhecida.

Este estudo ndo avaliou os DLs no gene MBOAT4, mas considera a possibilidade
de haver algum DL entre esse polimorfismo e as variacdes do gene DCNT6 (Gene ID:
10671%), que se localiza no cromossomo 8, bem préximo do gene MBOATA4.
Principalmente se considerarmos que suas respectivas regides promotoras coincidem
(Figura 7). Esse gene é uma subunidade do complexo dinactina, que € um componente
essencial para a atividade motora dos microtibulos citoplasmaticos no transporte de
varias cargas e organelas, sua exata funcio biologica ainda é desconhecida'?°.

Chromosome 8 - NC_000008.11

[ Z0063012 [ 0250119

FARAF RPZ15AP24 DT HE —- HEPRASPLL
LEPROTL1 THGLNZPZ2
HEOAT4

Figura 8 — Representacdo do cromosso 8 e seus respectivos genes. Note a proximidade dos
genes DCTNG6 (em cinza escuro) e MBOAT4 (em cinza claro). O sentido da seta indica a
maneira que ocorre a leitura na transcrigdo. Fonte: NCBI 8
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Por causa de suas fungdes bioldgicas e respectivas localizagdes, os genes GHS-R
e MBOAT4 sdo fortes genes candidatos para a obesidade e outros distdrbios da
alimentacdo, entretanto, essa associacdo nao foi encontrada no atual estudo. Outros
estudos sdo necessarios para esclarecer se suas variantes podem interferir na regulacéo do
apetite e/ou possam ser um fator de risco para o desenvolvimento dos TA.

Estudar genética em TA no Brasil constitui um grande desafio, primeiramente,
por causa do alto custo deste tipo de pesquisa e o fato de que estas pesquisas consomem
muito tempo, aliado a necessidade de se ter varios centros de pesquisa em TA colaborando
simultaneamente, com diferentes niveis de experiéncias clinicas e de pesquisa entre 0s
primeiros centros (Sao Paulo, Rio de Janeiro e Porto Alegre) e 0s centros mais recentes.
Ja as questdes técnicas referem-se as especificidades da pesquisa em genética com em
uma populagdo miscigenada. Os estudos genéticos mais rigorosos sobre AN e BN, foram
desenvolvidos em populagcdes mais homogéneas, assim a herdabilidade entre diferentes
grupos étnicos ainda é desconhecida®. Por outro lado, estudar em larga escala as
sindromes alimentares genéticas em um pais como o Brasil, oferece um maior
entendimento sobre essa contribuicdo para a etiologia dos TA no mundo.

Para ilustrar este desafio, ressaltamos a dificuldade em se coletar pacientes
psiquiatricos. Nesse estudo, tivemos somente 12,2% de retorno dos pacientes antigos que
colaboraram na pesquisa. 1sso se deve tanto pela dificuldade de entrar em contato com
esses pacientes (troca de telefones e enderecos) como pela resisténcia do retorno ao
AMBULIM, uma vez que esses ja tiveram alta do tratamento. Muitos pacientes graves
internados, principalmente com o diagndstico de AN, se recusaram a participar da
pesquisa. Acreditamos que a internacao involuntaria desses pacientes (a maioria dos casos
da enfermaria de comportamento alimentar), possa resultar em uma menor colaboracéo.

Vale destacar que este estudo é pioneiro no AMBULIM, portanto, foi o ponto de
partida para iniciar pesquisas genéticas no ambulatério e possibilitou a criacdo de um
banco de dados e de amostras de DNA no periodo deste mestrado.

Dentre as limitacGes deste estudo, destacam-se o tamanho amostral, que se
apresenta reduzido principalmente no grupo AN-R, e que talvez por isso, ndo tenha poder
suficiente para detectar as diferencas, a populacdo amostral por ndo ter sido selecionada
aleatoriamente, a dificuldade de adesdo dos pacientes a pesquisa, a perda amostral e a

falta de recursos financeiros.
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Como sugestdo para superar estas limitacbes em pesquisas posteriores,
salientamos a necessidade de se realizar um estudo multicéntrico no Brasil, que possibilite

a selecdo de uma amostra representativa.
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6 CONCLUSAO
Em concluséo, o presente estudo ndo encontrou associagdo entre a frequéncia dos
SPNs rs495225 no gene GHS-R e rs10096097 no gene MBOAT4 e os diagnoésticos de AN,
BN e TCA comparando com o grupo controle. No entanto, ressalta a possibilidade destes
genes estarem envolvidos na etiologia da obesidade e de outros disturbios da alimentacéo.
Mais estudos sdo necessarios, com uma populacdo amostral maior, para esclarecer se as

variagdes nesses genes podem ser um fator de risco para o desenvolvimento dos TA.
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Abstract

Backgroumd: Ghrelin 1s a potent hormone with central and peripheral action. This hormene plays an important role in the regulation of appetite, food intake,
and emergy balance Shudies have suggested that ghmebin is invnlved with eating discrders (EDY), particulary bisgeing and purging. Genetic variants bave also
been gtudied to explain casges in eating bebavior. Methods: We coaducted a iteratare review; we ssarched PubMed, Sclentific Electronic Library Online
(ScELOY, and LILACS databases using the keywords “eating disorder”, "ghrelis’, “polymorphisn’, “anorexta nervoss’, “bultmia nervosa’, "binge eating disor-
der’, and their combinations. We fousd 319 articles. Thirty-nine articles met the inchesion criteria. Resubts: High levels of ghrelin were found in patients with
anorexia nervosa {AN), especially in the purging subtype (AN -F). There was also a positive correlation between Gsting ghrelin level and frequency of eptsodes:
of bingeingfpurging In bulimia nervesa (BN) and the frequency ofbiegeing in periodic binge sating disorder (EEDY). Some polymorphisms were associated
with AN and BM. Comchasion: Changes in ghrelin levels and tts polymorphisen may be tevobved in the path of EDs; b r, fierther stmdies should

be conducted (o darify the associatioes.

Fabbrt AD et al. / Arch Clin Pochiiry. 201542(2):52.63

Keywords: Fating disordess, ghrelin, ghrelin recepiors, single sndeotide polymorphism, genetics.

Intraduction
Eating disorders (ED) are characterized by severe changes in eat-
ing behavior'?. Anorexia nervosa (AN), bulimia nervosa (BM) and
hinge eating disorder (EED) are EDs known for their high mor-
hidity and mortality affecting mostly adolescents and young adult
females and can lead to major biological, psychological and social
complications?”. AN is characterized by intense fear of weight gain,
severe fpod restriction, low body weight and a distorted perception
af the body image. BN is characterized by episodes of bings sating
of a large amount of food in a short

Methods

We conducted a literature review to human stisdies in PubMed,
Scientific Electronic Library Online (ScELO) and Lilacs databases,
published between January 2000 and December 2014 The main
keywords were used: “sating disorder” and “ghrelin’, and filtered the
results to the terms: “anorexia nervosa’, “bulimia nervosa”, “hinge
eating disorder”, "polymorphism” and their combinations. The indo-
li:ncrﬂﬂiaml}auﬁd:sinﬁnglis]l,hﬂgu:ﬂmd&pﬂmiﬂ:i 2)
ﬁu:p-nﬂ:iblebnlnml.l’pehc changes; 3) only studies in patients
with i AM, BN and BED.

{uncontrolled consumption

period of time) followed by inappropriate compensatory behaviors
umdumwa.gﬁtm{mu:ﬁuldﬂm&mdm
abuse of laxat ines and/or excessive physical
m}.'ﬂlﬁepumdummrukatmpﬂwdi:rlhu
manths. Finally, BED is characterized by episodes of binge sating as
described previoushy but without the use of compensatory methods,
as frequently quoted in BNE,

Studies indicate a prevalence of ED) moging from 0L4% to 1.6%,
with the highest frequency found in young women (between 18 and
32 years old 4. In Brazil, there is still a scarce number of epidemic-
logical studies invalving ED, even if the number of these studies has
increased in recent

Tb::tdmomeD:sm.plﬂmda]ﬂ:mu]iwlddj!hldJﬂd.u
still poorlyundemstood. it is believed that the disease is multifactorial
with a complex interaction of several factors: biological, psychologi-
cal. socioculinral and fumily-related which are responsible for imitiat-
ingand maintaining EDF-'%, There is sobstantial evidence that genetic
fciors have up to an BU% stake in the etiology of AM2, however, little
is kmown about the molecular mechanism of these mses!.

Must genetic studies on ED are focused on the investigation of
candidate genes. Several genes that playan important rolein appetite
regalation and satiety are considered candidates and may be redated
to the development of EIDH-, but the results of these stodies are stll
Inconsistent 23,

One of the major hormones imobved in the regulation of food
intake is ghrelin. Although there are many neuropeptides that stimu-
late food intake, ghrelin is the most established orexigenic peptide
knowm until now?.

Three hundred and nineteen artides were found and only 39
contemplated these criteria (5 review articles, meta-analysis 1 and
33 experimental articles). Review articles and meta-amalysis on the

subject were consulted and cited in the discussion of this review,
bat for the presentation of data only ariginal articles were wsed. We
ndnddmldumnﬂnrh:uuagsanﬂa:rmnlﬂluuhd:s
that exclhusively broached the topic obesity and ghrelin.

Results

The synthesis of these studies is presented in tables 1 and 2, sorted
by month and year of publication. All data were taken from the
original articles. To facibtate comparison we standardized the dis-
play of age and BMI and consider only one house afier the comma
without rounding.

Ghralin and the ragulation of appetite

The arcuate nuclews (ARC) of the hypothalmuos and the brain stem
are important regions involved in the regulation of appetite, body
weight and energy balance®. The varisty of hypothalamic appetite
regulators are divided into two The

pelﬂ.:mm:'l:m's}whﬂmd n:u'u:mc[N'Pﬂ(m
while rh:mnmchcs {aq)peul.: suppressants) which include pro-
opiomsanocortin (FOMC), and cocaine and amphetamine regulated
h:mucrq:tl[ﬂﬁ.lﬂ'] thuqu)midmm.gbm’mnnemlﬁ.wlm
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troptn relice=ing hormone S CRED, peptide ¥ (PYYY, cholecystokintn
HoCK) and guczgon-Hiz-peptide IGLP 1), ameng others,

Ghreli= is 2 peplide of 33 amino acids, synthesteed mainly by
LEpcxynike ghindsof e ctomach=, I s acyitad tn the Lt residue
which Is a =erine, the tnizeduction of faty add n-cctanop] s o=-
senital for me actviby=,

1L 1 o of 1Ee majar sign2fing meckanisms for the start ol the
meai=, In “remeTs, 1ls cencenimtlan m%hlgh during perinds ol
&ﬂ.lﬁrllnﬁan: perinds thal procade mab, Eling soon alier the sad
of food irimke=a.

1Ltz 2l tvolved insifmubeing the secretion of grows Bormene
(GH) via e endogenozs ligand of 2o GH secrlagogue recepton
(GHE- R, Thereare iwo- sublypes of cecoplors, GE5-L, which 8
acthez, and CHE-RIE, 2 smaller saform, which aps Uy B2 ma
hiologizl wcitvip. This receptar (GRS 1 present inovamious £ls-
sux ndo Lhe anterioe hypoptysisand the 2lzmus, 2nd in
olher arees af & brain, spc 25 1he hippoampes and gray matien
Eeauseof s loczton, i has been susgeded thal (iH5-E@n mods-
lale l'-_r.l'nm.:rrmd,m:m:Tém'nlng and ppel et
Chrollz & an ecealgemic hommaone that acts on e Cenlml Mer-
wous Sysieen (CNS] by activating the MPY/ARP®Y neurons o the
ARC vz the GHE-R rooeplor. Thes, it promotes the prododion and
socretiom of otber accigEn i reeropeptid os that suppess neuromal
acttvily of Ehe FOMECART, while stmrelating fond inlaken, LRa
homane endergees a process of acctylatlon regetired to bypass the
blzad. braln barrier, making E sufablefoconnect inthe GHS-Rlzw,
This aet Omers hrdin {inactive forml @io
rets Cactive formie and k= 7rd by the enzyme ghrelin
al.l.II:-'r:.l.'_rEJlli'.|:|rII':~1'.5.5-|:~ oA TI=Fgure 1L J :

Fique 1. Clarslizizits mon-ac s famnidesacy giesling being transfomad
itz i adivs Jzmiaod ghroding by tho oy chrolis (2o tansfars:
[GIAT). Adopted from Satn ot al M17=

Ghrelnin EDE

The rale of _ghretn has bern exie mively imvestigated m the clioliogy
of ohasity 2nd contrzry to whal wes copected, plasma lovels seem

1o Bzve an mverse comelation wilk the body mess Sndiex (EMI122,
Sudies have shown B2t gRedd in levels arelower In obese subjocs as
compared o coalrol subjeciswe, COne study roled gt (ke decrease
tn ghrehinafler e meal was bower In cbes: indvid=l arad o
normal wedgsl indreidealse, and @n fherchy matniain the fecling of
Trenger. Studis with obese chilkdren also found loe plasma ghr
krvelsen and when these dhildren heve rediacnd S0 of thedr B8,
ghrelin leveks remained lower In arsan 1o ool sehjecisu,
The same Ending wes cheereed in adukis who normalieed
thelr EM e,

Sexdies comduzind with AN palicals foznd higa kevels of gere.
lin in L2e plasma of these patients wion oo with contral of
noemal-weight individuale®o # which mey sxgpest that 12ts change
may bean © rsponse o prokonged staralbn®. Tole o al
compared the Lewels of ghrelin plasma in 3 groups- heahthy women
comsidened L (CT), wha .':arlpa EAT similar i veomen with A4
patients with AN and women wik normal welgsd (KW, 1L was
demonsirated that ghrelin plasma concenlrtions I fzsling patients
with &M, wes tncreased 2nd remained high L o e dzy
[mezsurad every 4 Eours over 2 perfod of 24 hoes) as compared
10 T and MW The sy noled 122k these kevels normalired after
the patient mined 1he ? back, suggrsting 1B |n additlom 1o
body wetgh, leveds of gardin may also B2 affeded by the nuiritioral
siaton. Body it Instiead of B | B2s boes) oxpl the changps in e
kevelsof gardine, some of the groups thal Bad contrzdidocy resulls
'b-rrm:ni‘aﬂca:lm ol B znd g=relinshowad consslenl results
farbody febrona s, Sudies fove shown i::{l;:ﬂ'ru'cwls tn patients
with AN Restrictiee (AN- ) Exve nol been tully sandardbed, oven
afier freatment i,

Cfierenoes tn ghrolin leveds betweeen subsypes af AN have 2lsa
been reporied. Tanala =f 2l in 2003 found higher plasma levels of
ghredin In paticnzs with AN Purging [AM-Fl than &= AK-Fase In
3004, e groug of Tanala replicaied helr findings In 2 bier stady
whick mcuded 2 third subsroup of AN, 2 subgmen that required
emergency bospialtimtion: inthis group ie patients were unable o
£l ard hadan exireme ks of L. Il showad that the emerzency
group had higtes plasmalevels of ghechinthan AN-Fand that AN-F
=il od leves greater than the AN R lewek. The thee grows expe-
mn:iadeuusbmllmrimlmﬁﬂr hrdinzalier treximent,
but patients with AN- P still kept 122 phsme levds ol ghrelin higher
than the comimal group at #e end of mehzhiltalionss. In 2005 Tros
o al, found higher levels of ghrédin dertng Bsting 1= AN- L patients
when compared fo l=c AN-F palicnbss, Howerer, ~he Trols group
oom i between paltcnis with AN-F znd BN, wkich probakiy
Tad 2 higter RME, wiich crpiztn the differemce hetween e
resukis ol the twostzdies. There seems to be a rodalsanship botwaen
ghrelin concenirations and palicnls with the comgeshin'prging
subtvpe lor bots AR (AN-P) 2nd for Biwa. Eowover, 125 findin
tas 550 not reached 2 consenses, Monlcleone o al 20080 fnung
no signtficant dference in the comecenimlion of -phsma ghrelin
when Bding in groups with AN-R 2nd AN-E Cme exphration for
thesz conlliciing results & the methed wed 1o mezure ghrolin and
how 1 was p qunh ISINE [ 28MA o Srum
an affiet the levels tn dfoment sindis. The Maontdeome

s.:dlthumnf.mnd'.hs Esis; the study tn 2003 obtained 2o
resuli by scroening foc ghrdin :\z'n'rn.'l?' ngcnfdls ELI5A methad
[enzyme-linkad tmmeznoscchent assay), Whereas —n 20004, in ar-

der Lo stndy patlents wilk EN, they nsad 152 s2me Rest used By e
group ol Tamaka in 2003 e RIA (Hadicimmunces=ayi m and
observed similar cesefis, higier bewels of grolin in - hese pelients as
compared Lovoomiols,

Tinaka e al 2003=and Knfima & 2! 2005, ike ohecrved dion-
ed levels of Bsing ghrelin n paltents with BN, In 2ddilton, Taraka
In 22 noted that grrelin were megaiively corsd aled Wik BMI
and body 21 percenlage in boll EML as i (B2 conoral groues. Om
the olter hand, Makeozio o 2l In 20a4 found no Sgmibant differ-
ence between the leveds of ghrefin plasma with EX and
the contral groupss. Cme possibic explanation fior tSgs woukd be 2t
Hakzzatn et al 2004 mezsured ghrdin kvels In Besssum randomily
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between 11200 2m-12: 00 pm { postpaandally), unhike Tanaka 2 ai
102 who mezsured when fasting. When Kojima tn 2006 messured
the pre-and postprendal girdlin, 2 was noted that the decrease in
postprandtaighiriin was signtizolyatenued in women weh B
commpared |0 L conlrad groupses, gencraling a posthie deby in e
recuction of the leenger sensstion. In &ese pallcals.
Fatients with HED lend 1o show 2 decrease 1o girelin wien
h:lng‘uu:mdn lower postprandltal decitnecomparnad to the ohesz
combml groupe. This docezse in ghrdin docs I'F:l.l-ﬁ".‘ll;{l'l (5] r\:ax‘_LLm:c
L wripgsl In BED paliemis. Low In levels wera
Mlnmm pﬂ%h and scem Lo be 'rr-ur_ri:_r'rl:lﬂﬂ-iln 1szh-
reguiation of &2 rezse of ghroltn in response o escoss welghl zrd a
lowes poatprancil dodine, puﬁl'b_j- acting lo maintzin the funges®.

Ghrelin and ha genes

The Beman ghredin (GHILE, Ciene [1: 51738 wiich enondes
ghredtnts lacaled In 2 ghort arm ol e cromosome 3325 2Eim,
‘rrrhllﬂimimg:lmullmklhimlmu[mnﬂn martafthe

rzheorpzenl studies Tave tdenttfied 1'r|.|m|:r:~r-ui’.l
cxons In Bumansm. The precersas io ghredin, the pre- :r:!g]mun =
fiormed in the post- mru.n'q:rln'rn_:\rm-:rl'i HILR, % comsists of
Slﬂpbmd.ndlnlsrq'_cr-n:cfll?arnlnn acids, distrifezled cver 23
zmino 2cids ol l=e sigral peptideand M amino 2ckds ol pro-ghrelin,
which mndude 2& amine acids of the matzre ghrelin and over 66
zddiinnal pming ackdey, which tnclude 23 of ohedatin (2 Bormene
wilk the anagonblic dunceristiis of ghroin, which supprescs

.!.rn-e'.i :n'ﬂ tn 2009 foumd concerlr=lions In fsin zppeliie and sioomoch adieiyl™. Therefore, gamlin and chestiin
and postprendial sppetic hormaones {put harmaones) In patients wi o encodied by the same procurser gene (Flguee 20
AN, B mubbypes. ILobecrved that tn Betedies anabyed, seven found Tha ol 2 coceplor [(EHS- I, Gene 10: 265500 was 2sa bo-
nl:umd.o-r?paf'p.mammfnln all dizgroses, with theesception. 2idinthe chromesmme 1(34-26- 31, The pene consids ol wo ox-
of ustrgle studw. onssepacaled by ome Intron (ran-coding pard of e gened (P 3k

In concleston, e stndies o that the changes foend
ghrelin mzy be meee redated 1o Rhe behzvice of the Einging and
perging®. Hmaever, for the ime being, it is silll mot dezr as per
whether ghreiln fundamentally partictpales as an mmporam faztor
In L= cticlogy of the Else

The exon | enoodes 22 BV imnsmembane reglors and coon 2
ercedes Lae reglors ¥ and VI The GHE-R gene encodes Lvo
of mENA: GHE-Ra and GEES-R1ba, ‘The GHS-R L2 coniatns
7 Imnsmembrane regions and possess a high atEntty with
while the ;\hg.:hlnglnn_wn:\k cfiES-RIE 15 not Flﬂmﬂrﬂdl
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‘The geme of GOAT (MEQATY; Gene 10 193731 mlocxed In
LEc chromosome 3 (3p1 2 hand B cxprescd meinly mthestomads, in
Lie pancreas and In lower conceniretions In e honesna, This gene
represents 1 new @andidle gene ngenelic rescanc for imvestigating.
omlcx phenotypes= Flgzre 41

in tzble 2 Eliow, you cn soe some studies the tvestigted single
nuckelide polymocphtsms (SMPstn the ghrdin geoc, in indbvideals
with 2 dagnoss of n ED 1L noticeable 1B 1B studies were sitll

Inconcizstve when the GHRL gene &= Investigated, e studies
show different postive and megaltve assodations with @ifcrwnl EDs
dizgnossucws, However, when they anefyred the genes of e
GHE-Randaf the GOAT somestudies have found a postle asoca-
tiom between polymorpkisms and the EDe, In this sersc, only heo
siedies have found a prstitve asodallon between polymerphsmen
the (GHE-H.and in l5e GOAT wik BN and AN respecitvely, which 1s
that of Mtpasla et 2l 2006m and MuTer e afl 3010e,

a GOAT chromosama Bpl T
5 1] 3 )
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APENDICE B — QUESTIONARIO PROPRIO UTILIZADO NA PESQUISA
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APENDICE C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

N N1 PO PP TR PPPPPPP
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO: ... SEXO: Mo F o

DATA NASCIMENTO: ........ o, l.....

ENDEREGQCO ...ttt NO APTO: .,
BAIRRO: ..o CIDADE ... e
CEP: TELEFONE: DDD (............ ) TP PP P R POPPPPPTPPPPPPTN

2. RESPONSAVEL LEGAL ...ttt ettt ettt ettt se et et et et e et e s e ss et et ss et et s s et et e st et e e et sessesese s e
NATUREZA (grau de parentesco, tULOr, CUTAAON EEC.) ....uiiiiiiiiiieeiiiiiiee ettt ettt e et e e e et e e e s sbn e e e e snbreeeeeans
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :........coviiiiiiiieiiiieeeees SEXO: Mo Fao

DATA NASCIMENTO..: ...... . l.....

ENDEREQGO: ..ottt ettt NO e, APTO: e
BAIRRO: .ot CIDADKE: ..ot
CEP: TELEFONE: DDD(........... ) e

DADOS SOBRE AS PESQUISAS

1. TITULO DOS PROTOCOLOS DE PESQUISAS:

“ANALISE DE POLIMORFISMOS DE GENES DO SISTEMA MONOAMINERGICO E DE REGULACAO DO
APETITE ASSOCIADOS AOS TRANSTORNOS ALIMENTARES” e

“POLIMORFISMOS DOS GENES DO RECEPTOR DA GRELINA (GHS-R) E DA ENZIMA GRELINA O-
ACILTRANSFERASE (GOAT) EM PACIENTES COM TRANSTORNOS ALIMENTARES”

PESQUISADOR :Dr. Taki Athanassios Cordas

CARGO/FUNCAO: Professor colaborador Psiquiatria. INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 42071
UNIDADE DO HCFMUSP: Departamento e Instituto de Psiquiatria da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sao Paulo. —

PESQUISADOR: Alessandra Donzelli Fabbri

CARGO/FUNCAOQ: Mestranda NEC IP-USP/ Colaboradora do AMBULIM-IPQ INSCRICAO CONSELHO
REGIONAL N° 19552

UNIDADE DO HCFMUSP: AMBULIM-IPQ-HC-FMUSP

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO X RISCO MEDIO o

RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4.DURACAO DA PESQUISA : 30 meses
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

1 — Desenho do estudo e objetivos:

Essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacéo voluntéria neste estudo que
visa a avaliar o efeito de alguns genes no desenvolvimento dos transtornos alimentares. Ja se sabe
gue alguns genes influenciam no nosso comportamento alimentar. O organismo produz varias
substancias, como a serotonina e a grelina, que vao regular o humor, o apetite e a quantidade de
comida que ingerimos. Os genes que queremos estudar estdo envolvidos no funcionamento destas
substancias dentro do organismo. J& que cada pessoa tem um conjunto genético diferente, queremos
estudar estas diferencas que podem fazer com gue uma pessoa possa apresentar 0 transtorno
alimentar e outras néo.

2 — Descricdo dos procedimentos que serdo realizados: Se vocé decidir participar,
preencheremos uma ficha com seu histérico e vocé respondera a questionarios sobre a sua saude
fisica e psiquica em geral e sobre sua alimentagdo. Além disso, sera feita uma coleta de 10-20 mL
(equivalente a 3 colheres de sopa) de sangue numa seringa em uma veia do antebraco. O sangue
coletado serd encaminhado para um laboratério aqui do Hospital das Clinicas. O material genético das
células do sangue sera extraido e utilizado para avaliacbes genéticas. A coleta da amostra sera feita
por profissionais altamente qualificados. O material sera codificado de modo que a identidade dos
participantes nédo seja revelada.

3 — Relacéo dos procedimentos rotineiros realizados: Histérico, avaliagéo psiquiatrica, clinica e
nutricional, através de questionarios, coleta de sangue por puncéao periférica da veia do antebraco.

4 — Descricdo dos desconfortos e riscos esperados: os desconfortos e riscos esperados com relacéo
a coleta de sangue sdo minimos. Vocé podera sentir um pouco de dor ou desconforto durante a picada.
Este procedimento pode gerar um pequeno hematoma localizado.

5 — Beneficios para o participante - Nao ha beneficio direto para o participante.

6 — Relacdo de procedimentos alternativos: Nao existem procedimentos alternativos previstos
no estudo.

7 — Garantia de acesso: Em qualquer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. Os principais investigadores
sdo o Prof. Dr. Taki Athanéssios Cordas e a Mestranda Alessandra Donzelli Fabbri que podem ser
encontrados no endereco Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 785, S&do Paulo — SP Telefone: (011) 2662-
6975. Se vocé tiver alguma consideragcdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com
o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: (011)
2661-6442 ramais 16, 17, 18 — E-mail: cappesg@hcnet.usp.br ou com a Secretaria da Comissao de
Etica em Pesquisa com Seres Humanos do Instituto de Psicologia da Universidade de S&o Paulo
(CEPH - IPUSP) no endereco: Av. Professor Mello Moraes, 1721 — Bloco G, sala 27 CEP 05508-030
- Cidade Universitaria - Sado Paulo/SP pelo telefone: 011-3091-4182, ou pelo e-mail: ceph.ip@usp.br.

8 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar
do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicéo.

9 — Direito de confidencialidade — As informacfes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, nao sendo divulgado a identificacao de nenhum paciente;

10 - Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
mailto:ceph.ip@usp.br
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11 — Despesas e compensacoes: ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua
participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa.

12- O material coletado sera armazenado para que se possa fazer outros estudos futuramente,
sempre com autorizacdo da Comissédo de Andlise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas
(CAPPesq) e do responsavel por esta pesquisa. O tempo de armazenamento serd autorizado pelo
referido Comité, podendo ser posteriormente prorrogado em caso de necessidade, porém n&o
ultrapassara o tempo maximo de 10 anos. Em qualquer momento vocé podera retirar a autorizacao
sem qualquer prejuizo.

No caso de realizacdo de outras pesquisas usando este material doado, h& necessidade de
contata-lo para obter novas autorizagfes?

() N&o, eu dispenso estas novas autorizagdes, pois estou ciente e de acordo que cada nova
pesquisa sera analisada pela Comisséo para Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da USP que autorizar4 ou ndo a utilizacdo do material
bioldgico que foi por mim doado.

() Sim, no caso de novas pesquisas, eu quero ser contatado para autorizar ou ndo a utilizagéo
do material biolégico que foi por mim doado.
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas

para mim, descrevendo o estudo “Analise de polimorfismos de genes do sistema monoaminérgico
e de regulacdo do apetite associados aos transtornos alimentares” e “Polimorfismos dos genes
do receptor da grelina (GHS-R) e da enzima grelina o-aciltransferase (GOAT) em pacientes com
transtornos alimentares”
Eu discuti com o Prof. Dr. Téki Athanassios Cordas e/ou Mestranda Alessandra Donzelli Fabbri sobre
a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacéo &
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio
gue eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Impres
Assinatura do paciente/representante legal Data / / sdo do polegar
direito da
paciente, caso
esta ndo saiba
escrever seu
nome

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /

(Via Pesquisador)
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram lidas

para mim, descrevendo o0 estudo “Analise de polimorfismos de genes do sistema
monoaminérgico e de regulacdo do apetite associados aos transtornos alimentares” e
“Polimorfismos dos genes do receptor da grelina (GHS-R) e da enzima grelina o-aciltransferase
(GOAT) em pacientes com transtornos alimentares”
Eu discuti com o Prof. Dr. Taki Athanassios Cordase e/ou Mestranda Alessandra Donzelli Fabbri sobre
a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propésitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacao é
isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessério.
Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer beneficio
gue eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / / Impres
sdo do polegar
direito da
paciente, caso
esta ndo saiba
escrever seu

Assinatura da testemunha Data / / nome

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de

deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente ou representante legal para a participagéo neste estudo.

Assinatura do responséavel pelo estudo Data / /

(Via Paciente)



ANEXOS

ANEXO A — QUESTIONARIO EATING ATTITUDE TEST, VERSAO COM 26 QUESTOES (EAT-26).
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ANEXO B - REGULAMENTO DO BIORREPOSITORIO DESCRITO NO PROJETO “AVALIAGCAO DE GENES
DO SISTEMA MONOAMINERGICO E DE REGULAGCAO DO APETITE ASSOCIADOS AOS TRANSTORNOS
ALIMENTARES”

REGULAMENTO DO BIORREPOSITORIO

Titulo do Projeto de Pesquisa:

“Avaliacdo de genes do sistema monoaminérgico e de regulacdo do apetite associados aos
transtornos alimentares”

Nome do Pesquisador Responsavel: Prof.Dr. Taki Athanassios Cordas

Responsavel Institucional LIM-27: Prof. Dr. Wagner Farid Gattaz

Instituicdes Envolvidas: Programa de Transtornos Alimentares-AMBULIM Ipg-FMUSP /
Laboratorio de Neurociéncias LIM 27

1. O material biolégico humano armazenado no Biorrepositorio é do sujeito da pesquisa,
permanecendo sua guarda sob a responsabilidade institucional e seu gerenciamento sera feito pelo
pesquisador responsavel.

2. O sujeito da pesquisa, ou seu representante legal, a qualquer tempo e sem quaisquer 6nus ou
prejuizos, pode retirar 0 consentimento de guarda e utilizacdo do material bioldgico no Biorrepositorio,
valendo a desisténcia a partir da data de formalizacdo desta. A retirada do consentimento sera
formalizada por manifestacao, por escrito e assinada, pelo sujeito da pesquisa ou seu representante legal,
cabendo-lhe a devolugédo das amostras existentes.

3. O prazo de armazenamento de material biolégico humano no Biorrepositorio sera de acordo
com o cronograma da pesquisa, sendo que 0 prazo maximo € de 10 anos.

3.1. A Renovagdo da autorizagdo de armazenamento neste Biorrepositdrio devera ser solicitada
pelo pesquisador responsavel a Comissdo de Analise de Projetos de Pesquisa do Hospital das Clinicas
(CAPPesq) mediante justificativa e relatorio das atividades de pesquisa desenvolvidas com o material
durante o periodo.

4. Ao final do periodo de realizacdo da pesquisa, o0 material biol6gico humano armazenado neste
Biorrepositdrio podera ser transferido formalmente para outro Biorrepositorio ou Biobanco, mediante
aprovacdo da CAPPesq, ou deverd ser descartado, conforme normas vigentes de Orgaos técnicos
competentes, e de acordo com o TCLE, respeitando-se a confidencialidade e a autonomia do sujeito da
pesquisa.

4.1 O sujeito da pesquisa deve ser informado sobre a perda ou destruicdo de suas amostras
bioldgicas, bem como sobre o encerramento do Biorrepositorio.

5. N&o sera solicitado patenteamento e ndo havera utilizacdo comercial do material biolégico

humano armazenado no Biorrepositorios.
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6. As amostras armazenadas neste Biorrepositorio podem ser utilizadas em novas pesquisas

somente mediante aprovacao prévia pela CAPPesq e, quando for o caso, pela CONEP. Na solicitacdo
deverdo constar os seguintes documentos:
a) justificativa para utilizacdo do material

b) as cépias do TCLE empregado quando da coleta do material, contendo autorizacgao de
armazenamento e possivel utilizacdo futura em pesquisa.

c) TCLE especifico para nova pesquisa ou a solicitacdo de sua dispensa.

c) justificativas que fundamentem a impossibilidade de obtencdo do consentimento
especifico para a nova pesquisa (se na época da doagdo o sujeito optou por ser consultado a cada uma
nova pesquisa).

7. As coletas de sangue, extracdo e armazenamento do DNA serdo realizados no Laboratorio de
Neurociéncias (LIM-27) por pessoal capacitado.

O DNA extraido sera aliquotado e estocado em freezer -20°C até a sua utilizacdo. Os
experimentos deste projeto serdo realizados no LIM-27.

A utilizacdo, transferéncia ou descarte, deste biorrepositorio, ou parte dele, s6 poderd ser

realizada com a autorizacao por escrito dos representantes de ambas as instituicdes participantes.
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ANEXO C — APROVAGAO DO PROJETO “POLIMORFISMOS DOS GENES DO RECEPTOR DA GRELINA (GHS-R) E DA ENZIMA GRELINA O-
ACILTRANSFERASE (GOAT) EM PACIENTES COM TRANSTORNOS ALIMENTARES” PELO COMITE DE ETICA E PESQUISA EM SERES HUMANOS DO
INSTITUTO DE PSICOLOGIA DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO (CEPH-IPUSP).

Esgqueceu a senha? Cadastre s=

. Blssear Py

& wsts e Plblice > Buscar Pesguisas Aprovadas

DETALHAR PROJETODE PESQUISA

— DaDOE DOPROJETODE PE SQUISA

Titulo POblico:
TRANSTO
Pasquisador Reaponeavs
Contato Publico: Akazzan
Condigdas 09 sadds ou problamas aatudades: p
T

ENES DO RECEPTOR DA GRELINA (GHS-R) E DA ENZIMA GRELINA C-ACILTRANSFERASE (GOAT) EM PAGIENTES COM

Descritorss CID - Gerala: Tran
Ang

Sulimea
Descritores CIl - Espacificos

Dascriteras CID - da Intarvengio:
Data de Aprovagao Etica do CEPICONER: 14102013
— DADDS DAINSTITUGAD PROPONENTE

Noms da Inatituigie: UNWERSIDADE OE SAQ PAULD
Citade: SAC PAULD

— DADDS DO COMITE DE ETICA EM PE SGUISA

Comité de Etica Respenaavael: 5351 - mstiuio de Psicofgia da Universidade de S50 Paulo
GO Moraes 1721 - 5L"G" 53k 27

— CENTRO{S| PARTICIPANTE|S) DO PROJETODE PESGUISA

— CENTRO{S| COPARTICIPANTE|5) DOPROJETODE PESQUISA

MNome: insfiuta de Psiquiaina do Hospiial das Clinkeas
Chlade: SAQPAULD



ANEXO D - APROVACAO DO PROJETO “ANALISE DE POLIMORFISMOS DE GENES DO SISTEMA MONOAMINERGICO E DE REGULACAO DO

APETITE ASSOCIADOS AOS TRANSTORNOS ALIMENTARES” PELA COMISSAO DE ETICA PARA ANALISE DE PROJETOS DE PESQUISA DO HC-
FMUSP (CAPPESQ)

oot etd em: Piblico > Bustar P
DETALHAR PROJETODE PESQUISA

— DADOS DOPROJETO DE PESQUISA

Titule Publico: Anakse de polmorismas

Pasquisador Responaavel: Tad Amana

Contate Publico:

Condig0as da B3ude ou problemas estudados: Dasmart
Tran:

onoamingngics & de reguiaglo do apetis associados 303 Yanslomos aEmentares

Descritores CID - Garals: Tr

Sul
Doscritores CID - Espacificos: T mentacan nao espacifcada
Anare

Descritores CID - da Intarvangao:
Data de Aprovagio Etica do CEPICONER: 06022014

— DADOS DAINSTITUIGA0 PROPONENTE

Home da inetituiglio: HOSPTAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DEMEDICINADAUS P
Cilade: SAD PAULD

— DADOS DO COMITE DE ETICA EM PE SQUISA

Comité ds Etica Reaponedvel: 58 - Hosphal das Chinkcas da Facuidade de Medichna da USP - HOFMUS2
Endarag 0 Piras d2 Campos, 225 57 andar
Telefons 1-7583

E-mall: & gincimuspor

— GCENTRO{%) PARTICIP ANTE| &) DO PROJETODE PESQUISA

— CENTRO{S) COPARTICIPANTE( ) DO PROJETO DE PESQUISA

ok
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