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Resumo

A obesidade é caracterizada como uma doenca cronica e multifatorial. Esta patologia é
evidenciada pelo excesso de tecido adiposo, e, embora suas causas nao estejam bem
definidas, acredita-se que estejam relacionadas com um déficit no gasto energético,
aliado a ingestdo excessiva de alimentos. Do ponto de vista etiolégico, atuam sobre esta
patologia miltiplos fatores genéticos e ambientais. O sistema de recompensa alimentar é
responsavel por liberar dopamina nos nucleos de accumbens, estando relacionado com
incentivo e motivacdo para recompensas quimicas e naturais, interagindo com 0s
receptores dopaminérgicos transmembranares, que variam de DRD1 a DRD5. Diante
disto, o presente trabalho tem como objetivo investigar a associacdo entre o
polimorfismo rs2283265 no gene codificador do receptor de dopamina D2 (DRD2) e
parametros antropométricos em uma amostra de 594 individuos adultos, de ambos os
sexos. Foram avaliados os pardmetros antropométricos indice de massa corporal,
percentual de gordura, circunferéncia abdominal e relagdo cintura-quadril. A
genotipagem do polimorfismo foi realizada através da técnica de descriminagéo alélica
TagMan, em equipamento de PCR em Tempo Real. As analises estatisticas do efeito da
variante genética nos parametros investigados foram realizadas através de analise da
variancia. As frequéncias alélicas observadas para o polimorfismo rs2283265 foram de
0,12 para o alelo T e 0,88 para o alelo G. A distribuicdo das frequéncias genotipicas
estdo de acordo com o esperado para o equilibrio de Hardy-Weinberg. Nao foram
detectadas associacOes significativas com nenhuma das variaveis investigadas. Nossos
achados sugerem o polimorfismo investigado ndo apresenta um papel significativo nos
parametros antropométricos avaliados.

Palavras-chaves: sistema mesolimbico dopaminérgico, obesidade, DRD2,

polimorfismo.



1. Introducéo

A obesidade é considerada um problema de saude publica e vem evoluindo
consideravelmente desde o final do século XX, sendo fator de risco para diversas
doencas crbnicas, como diabetes mellitus, doencas cardiovasculares e cancer (Ribeiro e
Santos 2013; Leite, Rocha e Branddo-neto 2009). Esta patologia é caracterizada pelo
acumulo excessivo de tecido adiposo e, embora sua etiologia seja multifatorial, podendo
sofrer influéncia genética, psicolégica, ambiental, fisioldégica e comportamental, sua
principal causa esta relacionada com um desequilibrio entre as calorias adquiridas e
calorias gastas diariamente, gerando um excesso de gordura que se armazena no tecido
adiposo (Ferreira e Magalhdes 2005; Leite, Rocha e Branddo-neto 2009). Diante do
quadro multifatorial da doenca, estudos recentes revelam que cerca de 40 a 70% da
variacdo do peso corporal esta sob influéncia genética e que mais de 600 regides
cromossdmicas possam estar relacionadas com a hereditariedade da obesidade
(D’Angelo e Koiffmann 2012; Martinez e Milagro 2015).

A ingestdo alimentar e o gasto de energia sdo controlados por sistemas neurais
complexos, ditos sistemas integradores (Damiani e Damiani 2011). O nucleo arqueado,
localizado no hipotalamo, é o local de integracdo nutricional, pois recebe sinais do
tronco cerebral, de Orgaos periféricos e dos nucleos laterais (sistema de recompensa,
nacleo de accumbens), determinando agdes para controlar o balango energético do
organismo (Damiani e Damiani 2011). Para aléem do controle metabolico exercido pelo
hipotadlamo, temos o sistema mesolimbico, que funciona como um sistema de
recompensa, onde alguns mensageiros quimicos liberam dopamina nos nacleos de
accumbens (Damiani e Damiani 2011).

O sistema dopaminérgico mesolimbico é considerado o centro neurobioldgico
da recompensa alimentar, pois é responsavel por conferir incentivo e motivacdo para
recompensas naturais, como alimentos, e artificiais, como drogas que causam
dependéncia (Egecioglu 2011). A dopamina, neurotransmissor catecolaminérgico mais
abundante no cérebro, interage com receptores transmembranares acoplados a proteina
G, cuja ligacdo leva a formacdo de segundos mensageiros, desencadeando sinais de
repressdo ou ativacdo de vias especificas. Entre os cinco subtipos conhecidos, 0s
receptores dopaminérgicos D1 (DRD1) e D2 (DRD2) sdo os mais abundantes
(Pivonello et al. 2007).



A obesidade, vista como comportamento alimentar compulsivo, envolve
também o circuito de recompensa do cérebro e, nesse sentido, diversos autores tém
sugerido que genes do sistema dopaminérgico podem estar associados com fen6tipos
relacionados a obesidade e a compulsdo alimentar (Roth et al. 2013; Silveira et al. 2014;
Sikora et al. 2013; Galvédo et al. 2012; Fontana et al. 2015; Davis et al. 2012). Do
mesmo modo, estudos de neuroimagem tém demostrado que individuos obesos, assim
como dependentes quimicos, tendem a apresentar expressdes diminuidas do receptor
DRD2 em areas especificas do cérebro (Baik 2013).

O receptor DRD2 desempenha um papel central na fenda pos-sinaptica,
atuando como auto-receptor. Assim, este receptor regula o sistema dopaminérgico,
modulando a liberacdo de dopamina (Pivonello et al. 2007; Usiello et al. 2000). O gene
codificador do receptor DRD2 (DRD2) encontra-se no cromossomo 11 (11g22-23),
sendo expresso em duas isoformas distintas, uma isoforma curta (D2S) e outra longa
(D2L), localizadas em terminais pre-sindpticos e pos-sindpticos, respectivamente
(Moyer et al. 2011). Tais isoformas séo resultado de um splicing alternativo no éxon 6
do gene, 0 que leva a presenca ou ndo de 29 aminoacidos na terceira conformacao
estrutural da proteina. As isoformas D2S e D2L desempenham papéis diferentes, uma
vez que a conformacéo estrutural da proteina desempenha uma funcéo crucial no sinal
de transmissdo, na especificidade do acoplamento da proteina G e na ativagéo de vias de
sinalizacdo (Pivonello et al. 2007).

O polimorfismo rs2283265 no gene DRD2, descrito pela primeira vez por
Zhang et al. (2007), caracteriza-se pela substituicdo de uma guanina (alelo G) por uma
timina (alelo T), no intron 5 do gene. O alelo T desse polimorfismo tem sido
relacionado com uma diminuicao da expressdo da isoforma D2S do receptor DRD2, em
comparacdo com a expressao da isoforma D2L (Zhang et al. 2007) e, de acordo com
Gonzélez et al. (2012), a isoforma D2S pode formar heterodimeros com receptores
dopaminérgicos do tipo DRD4, potencializando a acdo deste receptor. Diante disso,
alguns autores tém descrito associa¢fes do alelo T do polimorfismo com fenotipos
relacionados ao sistema de recompensa dopaminérgico, como abuso de drogas (Moyer
et al. 2011) e dependéncia de alcool (Mota et al. 2013). Além disso, de acordo com
Davis et al. (2012), individuos portadores deste alelo T sdo mais propensos a apresentar

transtornos de compulsdo alimentar e compulséo hedonica.



Considerando as evidéncias de envolvimento do sistema dopaminérgico na
obesidade, o objetivo desse estudo € investigar a influéncia do polimorfismo rs2283265

do gene DRD2 em parametros antropométricos de uma amostra de individuos adultos.

2. Materiais e métodos

2.1 Participantes

Foram incluidos na amostra 594 individuos, maiores de 18 anos, de ambos o0s
sexos, que possuiam algum vinculo com o Centro Universitario Univates. Todos 0s
participantes responderam um questionario sobre dados demograficos, histéria clinica e
habitos de vida. O projeto foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa da UNIVATES
e todos os individuos incluidos no estudo assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Os critérios de exclusdao foram as seguintes condigcdes auto
relatadas: presenca de nefropatias, disturbios de coagulacdo, doenca infectocontagiosa,
doenca renal, doenca adrenal, gravidez, cancer e doenca mental que impedisse a

compreensdo do TCLE.

2.2 Medidas antropométricas

Todos o0s parametros antropométricos avaliados foram coletados por
profissionais treinados. As medidas incluidas foram: peso, altura, circunferéncia da
cintura e circunferéncia do quadril. O peso foi aferido por uma balanca de precisao,
marca Welmy®, modelo R-110, em superficie plana. A altura foi aferida com
estadibmetro da marca Wiso®, estando o participante descalgo, com calcanhares,
gluteos, costas e cabeca encostados na parede. O indice de massa corporal (IMC) foi
determinado pela divisdo do peso, em quilogramas, pelo quadrado da altura, em metros
(kg/m?). As circunferéncias de cintura e do quadril, para realizar o célculo da relagdo
cintura-quadril (RCQ), foram medidas com fita inelastica, marca Cescorf®. O
percentual de gordura corporal foi obtido pela impedancia bioelétrica horizontal

(Biodynamics).



2.3 Extracdo de DNA e genotipagem do polimorfismo

A extracdo de DNA foi realizada de acordo com a técnica descrita por Lahiri e
Nurnberger (1991), a partir de uma amostra de 4 mL de sangue total. A genotipagem do
polimorfismo rs2283265 foi realizada atraves da técnica de descriminagdo alélica
TagMan (Applied Biosystems, Forster City, CA), em equipamento de PCR em Tempo

Real StepOne, de acordo com o protocolo do fabricante.

2.4 Anélises estatisticas

As frequéncias alélicas foram estimadas por contagem direta e o equilibrio de
Hardy-Weinberg, para as frequéncias genotipicas, foi calculado através do teste do qui-
quadrado. A comparacdo dos parametros antropométricos da amostra entre os diferentes
genotipos foi realizada através da analise de variancia (ANOVA). A associacdo entre 0s
genotipos do polimorfismo e 0 uso de &lcool e nicotina foi testada pelo teste do qui-

quadrado.

3. Resultados

A caracterizacdo clinica e demografica da amostra total esta descrita na Tabela
1. As frequéncias alélicas observadas para o polimorfismo rs2283265 foram de 0,12
para o alelo T e 0,88 para o alelo G. As frequéncias genotipicas estdo de acordo com o
esperado para o equilibrio de Hardy-Weinberg (Tabela 1). A avalia¢do da associagédo do
polimorfismo com o0s parametros antropométricos da amostra total estd descrita na
Tabela 2. Ndo foram observados efeitos significativos para nenhuma das variaveis
investigadas. Da mesma forma, quando foram avaliadas apenas as mulheres, tambem

ndo se observou efeitos significativos (Tabela 3).

5. Discussao

O objetivo deste estudo foi investigar a influéncia do polimorfismo rs2283265
do gene DRD2 em parametros antropométricos de uma amostra de individuos adultos.
No entanto, apesar do acumulo de evidéncias relacionando o sistema dopaminérgico

com fendtipos de compulsdo alimentar e dependéncias quimicas, nossos resultados ndo



10

evidenciaram nenhum efeito significativo do polimorfismo investigado nos parametros
antropométricos avaliados e também no uso de substancias, alcool e nicotina.

Dados da Organizacdo Mundial na Saude (WHO, 2015) estimam que em 2014
mais de 1,9 bilhdes de adultos, com 18 anos ou mais, estavam acima do peso e, destes,
mais de 600 milhdes eram obesos. A obesidade € caracterizada como uma doenca
cronica e multifatorial, sendo considerada um problema de satde publica. Do ponto de
vista etioldgico, atuam sobre esta patologia miltiplos fatores genéticos e ambientais,
que, aliados ao sistema de recompensa alimentar, desempenham um ponto chave no
desenvolvimento da obesidade (D’Angelo e Koiffmann 2012; Ribeiro, Santos e
Sampaio 2015). De acordo com Marques-Lopes et al. (2004), a manuten¢do de um peso
corporal estavel pode estar relacionada com uma base genética que envolve diversos
mecanismos, estando comprovado a existéncia de varios genes envolvidos no desfecho
desta patologia.

Mais recentemente, através de técnicas de associagdo gendmica (GWAS),
novas regides cromossomicas tém sido relacionadas a obesidade e a outras sindromes
metabolicas. Em 2007, foi detectada uma das associacbes mais relevantes com o
aumento do IMC, em um gene conhecido como proteina da obesidade e massa de
gordura associada (FTO). Este achado tem sido replicado em vérias etnias e tem sido
fortemente associado com fendtipos de obesidade e regulacdo do apetite (Fall e
Ingelsson 2014). No entanto, apesar de se conhecer a importancia da base genética em
desfechos de obesidade, deve-se considerar também os aspectos ambientais, 0 que torna
bastante dificil desvendar os processos gque levam a esta patologia.

Até o momento, ha poucos estudos na literatura que avaliam o papel do
polimorfismo rs2283265, investigado nesse estudo, com desfechos de obesidade. O
estudo mais recente, de Davis et al. (2012), avaliou a relacdo entre polimorfismos no
gene DRD2, incluindo o polimorfismo avaliado neste estudo, com fenétipos de
individuos obesos com e sem transtorno de compulsdo alimentar. Os resultados
evidenciaram uma associacdo entre o alelo G do polimorfismo rs2283265 e a obesidade
em individuos com compulsdo alimentar. Os autores ainda salientam que se torna dificil
compreender os efeitos da sinalizacdo da dopamina, quando relacionado com o
potencial desta variante em expressar diferentes taxas das isoformas D2L e D2S.
Também foram detectadas neste estudo associa¢fes com outras variantes do gene,
ressaltando a complexidade dos efeitos das variantes genéticas no fenétipo da obesidade

e da importancia dos padrfes de desequilibrio de ligagdo entre diferentes polimorfismos
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no gene. Corroborando esta hipdtese, outro achado da literatura, sugere que o
polimorfismo rs2283265, quando em desequilibrio de ligacdo com a variante
rs1076560, possa estar relacionado com a dependéncia de cocaina (Moyer et al. 2011).
Ainda nessa direcdo, Frank e Hutchison (2009) propuseram que o esse desequilibrio de
ligacdo existente entre os polimorfismos rs2283265 e rs1076560 também possa estar
relacionado com escolhas de recompensas e com recaidas de dependéncias.

J& em relagcdo as isoformas D2S e D2L, Usiello e colaboradores (2000)
propuseram, através de estudos com ratos, que as isoformas D2L e D2S desempenham
funcbes antagonistas in vivo. Neste sentido, Gonzales e colaboradores (2012) revelaram
a capacidade que a isoforma D2S possui de formar heterodimeros com variacGes do
receptor dopaminérgico DRD4. Essa heterodimerizacdo potencializa a agdo deste
receptor. Ainda, cabe ressaltar, que o receptor DRD4 tem sido associado com
comportamentos de recompensa e com desejos de comidas em respostas a estimulos
alimentares (Argus-Collins e Fuemmeler 2011). Infelizmente, no presente estudo néo
avaliamos o0s possiveis efeitos da interacdo entre o polimorfismo rs2283265 com
polimorfismos no gene DRD4, o que poderia ajudar na melhor compreenséo dos efeitos
dessas variantes nos parametros antropomeétricos investigados.

E importante ressaltar ainda que, apesar de nio termos encontrado associagdes
significativas entre o polimorfismo estudado e desfechos antropometricos, ndo podemos
rejeitar a hipétese de que este polimorfismo possa estar relacionado com a obesidade,
visto que a maioria dos participantes do nosso estudo apresenta um IMC dentro da faixa
de normalidade, sendo, portanto, uma amostra predominantemente eutréfica. E possivel
que os efeitos dessa variante sejam detectados apenas em individuos obesos.
Infelizmente, considerando o baixo numero de individuos obesos na nossa amostra, essa
avaliacdo ndo foi possivel. Da mesma forma, quando avaliado o efeito da variante no
uso de alcool e de nicotina, apresentamos a mesma limitacdo de tamanho amostral.
Embora 25% dos individuos incluidos no estudo fagcam uso regular de alcool, nenhum
deles apresenta critérios de dependéncia, o que impede conclusdes mais robustas sobre
o efeito desse polimorfismo nas dependéncias quimicas, na nossa amostra. Por fim, é
importante considerar a auséncia da investigacdo de outros polimorfismos no gene
DRD2, e também no gene DRD4, o que possibilitaria a investigacdo de interacbes entre
os diferentes polimorfismos.

Em concluséo, nossos resultados revelaram que o polimorfismo rs2283265 do

gene DRD2 ndo influenciou as medidas antropométricas da amostra de individuos
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adultos investigada. No entanto, estes resultados devem ser considerados para incluséo
em futuros estudos de meta-analise, para melhor esclarecer a funcdo da variante em

desfechos de obesidade.
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Tabelas

Tabela 1 — Caracterizacdo clinica e demogréafica da amostra total

Variavel N=594
Sexo (mulheres) 440 (74,1)
Idade (anos) 25,32 (6,34)
Uso de nicotina (sim) 16 (2,7)
Uso de élcool (sim) 146 (24,6)
RCQ (cm) 0,76 (0,73)
IMC (kg/m?) 24,29 (4,19)
Circunferéncia abdominal (cm) 85,33 (12,55)
Percentual de gordura (%) 27,57 (6,91)
Frequéncia genotipica
Genotipo TT 7 (1,6)
Gendtipo TG 126 (28,6)
Gendtipo GG 307 (69,8)
Frequéncia alélica
Alelo T 0,12
Alelo G 0,88

Os dados estédo apresentados como N e (%) ou media e (£ DP).

Abreviacdes: RCQ, relacéo cintura-quadril; IMC, indice de massa corporal.
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Tabela 2 — Comparacédo das variaveis clinicas da amostra categorizadas de acordo com

0s genotipos do polimorfismo rs2283265

Variavel TT TG GG P
Uso de nicotina (sim) 0 (0,0) 6 (37,5) 10 (62,5) 0,82
Uso de nicotina (ndo) 11 (2,0) 156 (27,7) 396 (70,3)

Uso de alcool (sim) 3(2,1) 38 (26,0) 105 (71,9) 0,98
Uso de alcool (ndo) 4(1,9) 60 (28,8) 144 (69,2)

RCQ (cm) 0,80 (0,08) 0,76 (0,07) 0,76 (0,07) 0,36
IMC (kg/m?) 22,86 (2,57) 24,63 (4,53) 24,20 (4,07) 0,28
Circunferéncia abdominal (cm) 86,83 (8,52) 87,53 (13,45) 84,30 (12,12) 0,20
Percentual de gordura (%) 24,37 (7,89) 28,28 (6,73) 27,40 (6,93) 0,12

Os dados estdo apresentados como N e (%) ou media e (£ DP).

Abreviacdes: RCQ, relacdo cintura-quadril; IMC, indice de massa corporal.
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Tabela 3 — Comparacgéo das variaveis clinicas nas mulheres categorizada de acordo com

0s gendtipos do polimorfismo rs2283265

Variavel TT TG GG P
Uso de nicotina (sim) 0 (0,0) 4 (40,0) 6 (60,0) 0,57
Uso de nicotina (ndo) 7(1,7) 122 (29,0) 292 (69,4)

Uso de alcool (sim) 33,4 22 (25,3) 62 (71,3) 0,45
Uso de élcool (ndo) 1 (0,6) 53 (31,0) 117 (68,4)

RCQ (cm) 0,76 (0,05) 0,74 (0,06) 0,73 (0,05) 0,18
IMC (kg/m?) 22,46 (2,17) 24,20 (4,57) 23,77 (4,04) 0,41
Circunferéncia abdominal (cm)  87,5(0,0) 86,12 (14,49) 82,44 (12,47) 0,27
Percentual de gordura (%) 27,86 (6,27) 29,66 (6,05) 29,62 (5,36) 0,70

Os dados estdo apresentados como N e (%) ou média e (+ DP).
Abreviagdes: RCQ, relacdo cintura-quadril; IMC, indice de massa corporal.





