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RESUMO

O excesso de peso e a obesidade tém alcancado propor¢des epidémicas em todo o
mundo, sendo considerado um problema de saude publica. A obesidade é causada por
uma disfungdo do balanco energético, levando ao desenvolvimento de patologias
crénicas como doencas cardiovasculares, hipertenséo, diabetes mellitus tipo Il, cancer,
e outras comorbidades. Diversos estudos tém demonstrado que além do ambiente, a
genética também contribui para obesidade, entretanto, estes fatores ndo sao totalmente
esclarecidos. O objetivo principal desse trabalho foi avaliar o efeito de doze
polimorfismos de seis genes envolvidos na homeostase energética (FTO, MC4R,
PPARG, ADRB3, UCP1 e LEPR). Isto foi feito através de um estudo comparativo entre
100 individuos eutroficos e 100 obesos, amostrados na populacdo do Rio de Janeiro,
Brasil. Todos os individuos avaliados se encontravam em uma faixa etaria de 18 a 60
anos, tendo os individuos eutroficos um indice de massa corporal de = 18,5 kg/m? a <
25 kg/m? e os obesos = 30 kg/m?.  Os individuos foram submetidos a uma avaliagédo
clinica-antropométrica e bioquimica, realizada no Laboratério de Fisiopatologia Clinica e
Experimental. Clinica de Hipertensdo - CLINEX/UERJ e a analise molecular no
Laboratério de Genética - LABGEN/Unigranrio. As genotipagens dos polimorfismos
estudados foram feitas através das técnicas de PCR-RFLP e PCR em Tempo Real. As
principais analises deste trabalho mostraram que a circunferéncia da cintura (CC),
razdo cintura/quadril (RCQ), didmetro abdominal sagital (DAS), presséo arterial (PA),
triglicerideos, colesterol LDL e leptina estdo aumentados em obesos, enquanto que o
colesterol HDL foi significativamente maior em eutroficos; na comparagcao entre 0s
sexos, a CC, RCQ, DAS, PAS e triglicerideos foi significativamente maior entre os
homens, enquanto que nas mulheres somente o colesterol e a leptina apresentaram
niveis significativamente superiores. Na comparacéo entre os individuos com diferentes
graus de adiposidade, observamos um aumento progressivo significativo da CC, DAS e
leptina. Em relacé@o as analises moleculares do gene FTO, observamos que individuos
com o genotipo TT do polimorfismo rs9939609 apresentaram um aumento significante
nos niveis de triglicerideos e individuos com gendétipos TT e GG dos polimorfismos
rs17817449 e rs1121980, respectivamente, apresentaram aumentos significantes nos
niveis de colesterol total e LDL. No gene MC4R, os individuos com gendétipo CC do
polimorfismo 17782313 apresentaram também uma associacdo positiva significante
com o colesterol total e LDL. Para o polimorfismo rs6536991 do gene UCP1 observou-
se um aumento significativo da circunferéncia da cintura tanto para obesos como para
eutréficos com gendtipo TT e CC, respectivamente, e um aumento do DAS, colesterol
total e LDL apenas em eutroficos com genétipo CC. Aumentos significativos do IMC e
dos niveis plasmaticos de leptina foram observados em individuos portadores do alelo
G do polimorfismo rs1801282 (gene PPARG), e aumentos significativos do IMC, RCQ,
DAS, PAS e PAM em individuos portadores do alelo G no polimorfismo rs1137101 do
gene LEPR. Podemos concluir que a andlise de polimorfismos genéticos, comparando
eutréficos e obesos nao detecta diferencas significantes, porém os efeitos desses
polimorfismos podem ser observados sobre caracteristicas fenotipicas indicadoras ou
marcadores da obesidade.

Palavras - chave: polimorfismos, obesidade, FTO, MC4R, PPARG, ADRB3, UCP1,
LEPR.
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ABSTRACT

Overweight and obesity has reached epidemic proportions across the globe and
therefore is considered a major health hazard. Obesity causes a disorder of energy
balance, leading to the development of chronic diseases such as cardiovascular
disease, hypertension, type |l diabetes mellitus, cancer, and other comorbidities. Several
studies have shown that besides the environment, genetics also contributes to obesity,
however, these factors are not fully understood. The main objective of this study was to
evaluate the effect of twelve polymorphisms of six genes involved in energy
homeostasis (FTO, MC4R, PPARG, ADRB3, UCP1 and LEPR). This was done through
a comparative study of 100 obese and 100 normal individuals, sampled in Rio de
Janeiro, Brazil. All of the evaluated participants were between 18 and 60 years old.
Normal-weight participants had a body mass index (BMI) = 18.5 kg/m? and <25 kg/m?,
and obese participants had a BMI = 30 kg/m2. All participants underwent a clinical-
biochemical and anthropometric assessment conducted in the Clinical and Experimental
Pathophysiology Laboratory. Hypertension Clinic - CLINEX/UERJ, as well as a
molecular analysis in the Laboratory of Genetics - LABGEN/Unigranrio. The genotyping
of the studied polymorphisms was made using PCR-RFLP and Real-Time PCR. The
data show that waist circumference (WC), waist/hip ratio (WHR), sagittal abdominal
diameter (SAD), systolic blood pressure (SBP), triglycerides, LDL cholesterol, and leptin
are higher in obese individuals, whereas HDL cholesterol is significantly higher in normal
weight individuals. When comparing the sexes, WC, WHR, SAD, SBP and triglycerides
are significantly higher in men. In women, however, cholesterol and leptin levels are
significantly higher. When comparing individuals with different degrees of adiposity,
there is a significant, progressive increase in WC, SAD, and leptin. Regarding the
molecular analysis of the FTO gene, individuals with the TT genotype of the rs9939609
polymorphism show a significant increase in triglyceride levels; additionally, individuals
with genotypes TT and GG of the polymorphisms rs17817449 and rs1121980,
respectively, show a significant increase in total cholesterol and LDL levels. Individuals
with CC genotype of the polymorphism rs17782313 also show a significant positive
association with total and LDL cholesterol in the MC4R gene. For the rs6536991
polymorphism in the UCP1 gene, there is a significant increase in WC for both normal-
weight and obese individuals with the CC and TT genotypes, respectively. Increased
SAD, total cholesterol, and LDL were observed only in the eutrophic CC genotype.
Significant increases in BMI and plasma leptin levels were observed in subjects bearing
the G allele of the rs1801282 polymorphism (gene PPARG), and significant increases in
BMI, WHR, SAD, SBP, and mean blood pressure (MBP) were observed in individuals
bearing the G allele of the rs1137101 polymorphism in the LEPR gene. Ultimately, the
analysis comparing genetic polymorphisms of obese and normal-weight individuals did
not reveal significant differences, but the effects of these polymorphisms can be
observed on phenotypic characteristics indicators or markers of obesity.

Keywords: polymorphism, obesity, FTO, MC4R, PPARG, ADRB3, UCP1, LEPR

viii



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

INDICE DE FIGURAS

Distribuicao Periférica (ginecoide) e abdominal (andréide) da gordura

3
(o7 ] 1 To ] = | RS
Regulacao neurolégica do balanco energético.........cccceeeveeeeeiieieincen, 9
Mapa genético da obesidade..........coeeeeeieeiiiiiieiiiii e 13
Gene PPARG e as proteinas PPAR-y1 e PPAR-Y2........ccccoovviiviiiviinnnes 17
Fotografia de um gel de agarose do polimorfismo rs1801282 apds a 29
clivagem com a endonuclease de restricdo BstU-I.............cccceveiveeeennn.
Fotografia de um gel de agarose do polimorfismo rs4994 apds a 30
clivagem com a endonuclease de restricdo BstNI................cccciiinnnene
Fotografia de um gel de agarose do polimorfismo rs2229616 ap0s a 31
clivagem com a endonuclease de restricdo Hincll..............ccccoevvvvvineees
Graficos MUltiCOMPONENTES.........ccoeiiviiieieeiie e e e e 32



Tabela 1:

Tabela 2:

Tabela 3:

Tabela 4:

Tabela 5:

Tabela 6:

Tabela 7:

Tabela 8:

Tabela 9:

Tabela 10:

Tabela 11:

Tabela 12:

Tabela 13:

Tabela 14:

Tabela 15:

INDICE DE TABELAS

Classificacdo internacional de adultos de acordo com o indice de
massa Corporal (IMC)...... ..o e e

Ponto de corte dos riscos de complicagdes metabdlicas associadas
a obesidade em homens e mulheres caucasoides.............ccccevvvvene.

Referéncia do ponto de corte da circunferéncia de cintura de
acordo com a International Diabetes Federation (IDF)......................

Funcao proposta das proteinas desacopladoras (UCPS)...................

Polimorfismos genotipados por PCR-RFLP........c.c.oooooiiiiiiiiiiieciien,

Sondas e condi¢des de amplificagdo dos SNPs estudados por PCR
EM TEMPO AL ... i e

Exemplo de recodificacdo dos genotipos............ueuvvvieeeieieeeeeeeeeenenee,

Andlise comparativa das variaveis quantitativas para Obesos e
EULTOfICOS. ..ot e e ae e e e e e e e n e

Andlise comparativa das varidveis quantitativas entre o0s

Analise comparativa das variaveis quantitativas entre obesos por
grau de adipoSidade. ...........iiiieiiieiii e e

Distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos no gene

Diferenca entre as variaveis em relacdo ao polimorfismo rs9939609
do gene FTO em eutroficos € 0beSOS..........cceevvveviviiiiii i

Diferenca entre as variaveis em relacdo ao polimorfismo rs1121980
do gene FTO em eutrificos € 0besos.............eevvvcciiiiieiceeeeeieeieeee e,

Diferenca entre as variaveis em relacdo ao polimorfismo
rs17817449 do gene FTO em eutréficos e obesos...........ccccevvvvenene.

Distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos no gene

20

28

33

36

38

39

40

41

43

45

a7

49



Tabela 16:

Tabela 17:

Tabela 18:

Tabela 19:

Tabela 20:

Tabela 21:

Tabela 22:

Tabela 23:

Tabela 24:

Tabela 25:

Tabela 26:

Tabela 27:

Tabela 28:

Tabela 29:

Tabela 30:

Tabela 31:

Tabela 32:

Comparacdo das varidveis quantitativas entre os genotipos de
obesos e eutrdficos para o polimorfismo rs17782313 do gene

Diferenca entre as varidveis em relacdo ao polimorfismo
rs17782313 do gene MC4R em eutroficos e obesos..........c.ccceeeeee.

Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1801282 no
0ENE PPARG. ... e e e e

Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs4994 do gene

Diferenca entre as varidveis em relacao ao rs4994 do gene ADRB3
em eutrofiCoS € ODESOS.......cccoiiiiieeiee e e

Distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos no gene

Comparacdo das varidveis quantitativas entre os genotipos de
obesos e eutréficos para o polimorfismo rs6536991 do gene

Diferenca entre as variaveis em relagdo ao polimorfismo
rs6536991do gene UCP1 em eutroficos e obesos...........ccccceveveenneee.
DistribuicAo genotipica e alélica dos polimorfismos no gene

Comparacdo das varidveis quantitativas entre os genétipos de
obesos e eutroficos para o polimorfismo rs1137101 do gene

Diferenca entre as varidveis em relacdo ao polimorfismo 1137101
do gene LEPR em eutréficos € 0bes0S.........ccooeveveeeieiiic i,

Modelo final de regressdo multipla para IMC com todas as
(2= L= Y= TSR

Coeficiente de regressdo do modelo final para IMC com todas as
AV L= A= OSSP

Modelo final de regressdo mdltipla do
POIMOITISIMOS. ... e e e e e aaee

Coeficiente de regressdo do modelo final para indice de Massa
Corporal sobre polimorfiSmos..........cccceeeviiiiiiiiec e,

Resumo das Analises das relacdes entre as variaveis quantitativas
atraves de regressfes MUIIPIAS. .......cccveveviie e iiiieiee e

Resumo dos resultados das regressfes multiplas efetuadas para
0S POIIMOIfISIMOS. ... e e

51

53

55

56

57

59

61

63

67

69

71

73

74

74

75

76

78

Xi



Gréfico 1;

Grafico 2:

Grafico 3:

Gréfico 4:

Grafico 5:

Gréfico 6:

Grafico 7:

Gréfico 8:

Gréfico 9:

Grafico 10:

Grafico 11:

Gréfico 12:

Grafico 13:

Gréfico 14:

Gréfico 15;

INDICE DE GRAFICOS

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs9939609 (FTO) nos grupos
eutroficos e obesos para triglicerideos. ........ovvvvveeeiiriiiiie e

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs1121980 (FTO) nos grupos
eutréficos e obesos para colesterol total...........ccccoeeeevieiiiiiiciiicicie e,

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs1121980 (FTO) nos grupos
eutroficos e obesos para colesterol LDL.........cccoovvvvviieeieiieiieniii e

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs17817449 (FTO) nos
grupos eutroficos e obesos para colesterol total..............c.eevvviciiieieeeennn.

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs17817449 (FTO) nos
grupos eutroficos e obesos para colesterol LDL............cceeeeeeveeeeeeeneenns.

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs17782313 (MC4R) nos
grupos eutroficos e obesos para colesterol total.............ccoevvvvvvevienennnnnn.

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs17782313 (MC4R) nos
grupos eutroficos e obesos para colesterol LDL............ccoceeeeiveieineeneennn.

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs1801282 (ADRB3) nos
grupos eutroficos e obesos para leptina..........ccccoeeeviiiiiiiiiiiiiiee e

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs6536991 (LEPR) no
grupo de obesos para circunferéncia da cintura...........c.ccc.eevvevveneecennn.

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs6536991 (UCP1) no grupo
eutréficos diametro abdominal sagital............ccooeovveiiieiec i,

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs6536991 (UCP1) no grupo
eutroficos Colesterol total...........cooc i

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs6536991 (UCP1) no grupo
eutroficos COlESTErol LDL... ..o i e

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs1127301 (LEPR) no
grupo de obesos para pressao arterial diastolica...............cccoeevvvvivnienns

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs1127301 (LEPR) no
grupo de obesos para pressao arterial média............c.ccccevrivieiiieieenenn.

Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs1127301 (LEPR) no
grupo de obesos para pressao arterial sistolica...............cvvevviciiieieeennnn.

44

46

46

48

48

54

54

58

64

64

65

65

12

72

72

Xii



AC
ACTH
ADRB3
ADRB3
AgPR
cAMP
CART
cC
Clinex
DAS
DMT2
DNA
EDTA
FAM
FTO
Y-MSH
HDL
HW
IBGE
IMC
IMC
JAK
kDa

LISTA DE ABREVIATURAS

Microlitros

Adenilato ciclase

Hormonios Adrenocorticotroficos

Gene receptor 33 adrenérgico

Receptor beta 3 adrenérgico

Proteina Agouti

AMP-ciclico

Transcrito regulador de cocaina anfetamina
Circunferéncia da cintura

Laboratério de Clinica de Hipertensdo — UERJ
Diametro abdominal sagital

Diabetes mellitus tipo 2

Acido desoxirribonucleico

Acido etilenodiaminotetracético

Fluoroforo

Gene associado a massa de gordura e obesidade
Hormonios gama estimuladores de melandcito
Colesterol da lipoproteina de alta densidade
Equilibrio de Hardy-Weinberg

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
indice de massa corporal

indice de Massa Corporal

Janus tirosina quinase

KiloDaltons

xiii



Kg
LabGen
LDL
LDL
LEPR
LEPR
MC4R
MCRs
mL

Ng
NHANES
NPY
OMS
PAD
PAM
PAS
pb
PC1
PC2
PCR
Pmoles
POF
POMC
PPARG
RCQ
RFLP

RNAmM

Kilograma

Laboratorio de Genética - UNIGRANRIO
Lipoproteina de baixa densidade

Colesterol da lipoproteina de baixa densidade
Gene receptor de leptina

Proteina receptora de leptina

Gene receptor de melanocortina 4
Receptores de Melanocortina

Mililitro

Nanogramas

National Center for Health Statistics
Neuropeptidio Y

Organizagcdo Mundial de Saude

Presséao arterial diastolica

Presséo arterial média

Pressao arterial sistélica

Pares de base

Convertase 1

Convertase 2

Reacdo da Cadeia da Polimerase

Picomoles

Pesquisa de Orcamentos Familiar
Pré-opiomelanocortina

Gene receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama
Razéo cintura-quadril

Restriction Fragments Length polymorphisms

RNA mensageiro

Xiv



SNP
TAB
TAM

UCP1
UCPI
VIC
WHO
a-MSH
B-ARs

B-MSH

Polimorfismo de um dnico nucleotideo
Tecido Adiposo Branco

Tecido Adiposo Marrom

Unidade

Proteina desacopladora |

Gene da proteina desacopladora |
Fluordéforo

World Health Organization

Horménios alfa estimuladores de melandcito
Beta adrenérgicos

Hormonios beta estimuladores de melanécito

XV


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CB0QFjAA&url=http%3A%2F%2Fwww.who.int%2F&ei=CVYtVNjfIcWZsQTX3IK4Dg&usg=AFQjCNHopouZEBn6kMI8RAzaAM8l9DUHHQ&bvm=bv.76477589,d.eXY

SUMARIO

INTRODUGAD........uiiieiiiiiiiiiiieeeea e eea e e saaseran s esanesesanserannseranssennnsnmesnens 1
I.1. Definicdo e caracterizacdo da Obesidade...........cccooeeveiieiiiiiiniin i e, 1
[.2. A obesidade como um problema de salde publica..........ccccceeeiiieveiviiiiie e, 5
[.3. Fisiologia da Regulagao COrporal...........cu it e 6
[.3.1.  TECIAO AIPOSO. ....eeiiiieeiiitiieiiee e es sttt et e e e e n e eeee e e ees 6
[.3.2. Regulacdo da homeostase enNergeétiCa.........occceeeeeiivveeieiniiieeeiiieieeerieeeeeens 8
I.4. Classificacdo da Obesidade Segundo a etiologia...........c.uvuvvueneinirniviiriiriiirieenn, 10
[.4.1. Obesidade SINAIOMUCA.........ccuuriiiiiieiie ettt e 10
[.4.2. Obesidade MONOQENICAL.........uuuuieiirririiieeireetiaee et raerasenesaraesresreereens 10
[.4.3. Obesidade Poligénica OU COMUM........cccoiiiieiriiiiiie e et st 11
1.5  GENES CanIOALOS. . ......ueuiieiiieie et ettt es e asae s ar e e ane 12
[.5.1. FTO (gene associado a massa gorda e obesidade).............c.ccoeeevrvivnnenn. 14
[.5.2. MCA4R (receptor 4 da MmelanoCorting)..........c.cueeueeeeeeiieeereiiieeee e 15
1.5.3.  PPARG(receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama)........ 16
[.5.4. ADRBS3 (receptor beta 3 adren€rgiCo)........cccoceerieiiereeieiie e 18
[.5.5.  UCPL1 (proteina desacopladora 1).........ccceeveeeeeieeeeeiiirieeeeeee e sinininae e 19
[.5.6. LEPR (receptor de Leptina).........ccciiuuriiiiiiieeeiiieiie et 21
JUSTIFICATIVA ettt et ettt ettt s e e e e e e e e aeeeeeeeeeeseenrannn s e eeeeas 23
OBUJIETIVOS. ... et e et et e e e et s e e e e e e e aeeeeeaeaes 24
S S @ T o] 1111 0 o 1T | PRSPPI 24
[11.2.  ODbjetivOS ESPECITICOS. ....uiiiiiie et e r e 24
METODOLOGIA . .. ettt e e e e e e e e eeeeeeaeeaees 25
Y O O T U] 1 1o PR RPTPPRP 25
IV.1.1.  CritérioS de INCIUSA0..........couiiiiiiiiee it 25
IV.1.2.  CritérioS d@ eXCIUSAD.........cccuuiiiiiiiiiieiie et 26

XVi



Y N VZ 1 T- Tox- T Jod ] o1 o%= T PRSPPI 26
IV.3.  Coleta de SangUe PErfEIICO. ........uiiiii ittt e 27
IV.3.1. Extrac80 dO DNA GENOMICO.......cciuuueiiieeeiieeee e stieie e e e e e e e neieeaeeee e e 27
IV.3.2. Avaliag80o GenétiCo-MOIECUIAr...........ccoiiiiiiiiiiiie e 27
V321 oSS, oo 2T
IV.3.2.1.1. Polimorfismo rs1801282 do gene PPARG.................... 28
IV.3.2.1.2. Polimorfismo rs4994 do gene ADRB3.........cccccccvvvveenens 29
IV.3.2.1.3. Polimorfismo rs2229616 do gene MC4R...................... 31
IV.3.2.2. PCRem Tempo Real......c.ccccceeiiiiiiiiee e 32
V.4, ANAIISE EStatiStCA. .......eiiiiieiiiii ittt 34
IV.4.1. Analise Multivariada 34
RESULTADOS. ...ttt et e e e e s e e e e e e et ae it e an e e e e e e e e e eaeeeaees 37
V.1, ANAIISE DESCIIIVA. ...eee ittt sttt eeb e e eae e ns 37
V.2, ANAIISE GENALICA.......eeeeieeie ittt ettt et e e an e en e anee e ennee 40
V.21, GENE FTO it ettt e e eaaa e 41
V.2.1.1. Andlise de frequéncias e distribuicdo genotipica................. 41
Efeito dos polimorfismos rs9939609, rs1121980 e
V212 rs17817449 do gene FTO sobre os indices 42
antropométricos, niveis pressoricos e marcadores
DIOQUIMICOS. ...
V.2.2  GENEMUECAR. ... e 49
V.2.2.1. Andlise de frequéncias e distribuicdo genatipica................. 49
Efeito dos polimorfismos rs2229616 e rs17782313 do
V.2.22. gene MC4R sobre os indices antropométricos, niveis 50
pressoricos e marcadores bioquimicos.........ccccceeeiveeeeinee
V.2.3.  GENE PPARG.... ..ottt 55
V.2.3.1. Analise de frequéncias e distribuicdo genotipica................. 55

Efeito do polimorfismo rs1801282 do gene PPARG sobre
V.23.2. os indices antropométricos, niveis pressoricos e 55
marcadores biogquIMICOS..........ccuveeeiiiciiiee e

XVii



VI.

VILI.

VIII.

V.24, GeNeADRBS.......o e 56

V.2.4.1. Analise de frequéncias e distribuicdo genotipica................. 56

Efeito do polimorfismo rs4994 do gene ADRB3 sobre os
indices antropomeétricos, niveis pressoricos e marcadores

V.2.4.2. DIOQUIMICOS. ... coiueiiicriieiie e ctieit ettt eres 56
V.25, GeNEUCPL.....o e 58
V.25.1. Andlise de frequéncias e distribui¢cdo genotipica................. 58

Efeito dos polimorfismos rs12502572 e rs6536991 do
V.25.2. gene UCP1l sobre os indices antropométricos, niveis 59

pressoricos e marcadores bioquimiCos.............uceeviieeennee
V.2.6. GENELEPR.. ... 66
V.2.6.1. Analise de frequéncias e distribuicdo genotipica................. 66

Efeito dos polimorfismos rs1805094, rs1137100 e
V262 rs1137101 do gene LEPR sobre os indices (g
777 antropométricos, niveis presséricos e marcadores

DIOQUIMICOS. ...

V.3, ANAIISE MUIIVAIAOA. ......ccoi et 73

V.3.1. Anélise do indice de Massa Corporal (IMC).........ccccvcverereeeeeeseeenne, 73

v.3.2. Efeito dos polimorfismos genéticos sobre o IMC...............c.ccoeniee. 74
DISCUSSAD. ...ttt ettt ettt et ettt ee e st ens e e 79
VI.1. GENE FTO .. ettt 80
VI.2. GENE MCAR. ... s 83
VI3, GENE PPARG.......ctiiititie ettt ettt ettt ettt et ettt re e 85
V1.4. GENE ADRBS.... et e et ereenes 87
VIS, GENE UCPL.... it ettt ettt et e er e ettt e e eee s 88
VI.6. GENE LEPR. ..o e 89
VL7, ANAIISE MUIIVAINTAGA. ........ceiiiiiieie ettt 92
CONCLUSOES. ..ottt ettt s sttt 94
REFERENCIAS. ..ottt ettt ettt et ses ettt sas et ses s s 96

ANEXOS



l. INTRODUCAO

I.1. Definicao e caracterizagdo de Obesidade

A obesidade é um estado patoldgico definido pelo excesso de tecido adiposo
acompanhado de ganho de peso, sendo caracterizada por uma heterogeneidade
fenotipica. Esta patologia ocorre devido a uma disfuncéo crénica do balango energético
causando um desequilibrio constante entre o consumo de alimento e o gasto de
energia. E o resultado de mudancas associadas com a sociedade moderna, incluindo a
ingestao de alimentos de alto teor caldrico e o estilo de vida sedentario (Spiegelman &
Flier 2001; Mutch & Clément 2006; Lee & Mattson, 2014).

Assim, a obesidade é uma doenca complexa e multifatorial constituindo um
problema mundial de salde publica, afetando tanto paises desenvolvidos quanto paises
em desenvolvimento. Ela acomete uma grande proporcdo de individuos e esta
relacionada com o aumento de inumeras doencas cronicas, chamadas de
comorbidades, tais como, doencas cardiovasculares, hipertensado, diabetes mellitus tipo
2 (DMT?2), dislipidemias e alguns tipos de cancer, contribuindo para um aumento das
taxas de mortalidade (Herrera & Lindgren, 2010; Hebebrand et al., 2013, WHO, 2013).

Durante um longo periodo, procurou-se um padrdo de avaliacdo que pudesse
ser usado em todo o mundo para identificar clinicamente uma pessoa portadora de
sobrepeso ou obesidade. Pela sua praticidade e baixo custo, o indice de Massa
Corporea (IMC) ou indice de Quetelet, é considerado o padrédo de medida internacional
para avaliar a obesidade em humanos (Tabela 1). Esse indice é calculado dividindo-se
0 peso do individuo, em quilogramas, pela altura, em metros, elevada ao quadrado
(IMC= Kg/ m?) (WHO, 1995; 2000; 2004).

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), a classificacdo do IMC de
adultos é util para identificar pessoas que possuem risco de morbidade e mortalidade
devido a obesidade (WHO, 1995; 2000; 2004).



Tabela 1: Classificacao internacional de adultos de acordo com o indice de massa
corporal (IMC)

Classificagao IMC (Kg/m?) Risco de comorbidades
Baixo Peso <18,50 Baixo
Peso Normal 18,5-24,9 Médio
Sobrepeso 225,0 Levemente aumentado
Pré- Obeso 25,0-29,9 Aumentado
Obeso >30,00 Moderado
Obeso classe | 30,0-34,9 Moderado
Obeso classe Il 35,0-39,9 Grave
Obeso classe lll >40,0 Muito grave*
*Obesidade Mérbida Fonte: Adaptado de WHO, 2004; ABESO, 2009.

Embora o IMC seja considerado o padrao internacional para avaliar a presenca
da obesidade, ele possui algumas limitagBes, ja que ndo € capaz de avaliar a
distribuicdo de gordura pelo corpo. Além disso, ndo consegue distinguir massa magra
de massa gorda assim subestimando o grau de obesidade em individuos musculosos
ou edemaciados (Pi-Sunyer, 2000; Mancini, 2001).

O padrao de distribuicdo da gordura corporal pode estabelecer um prognostico
de risco para a saude. Tal padrdo é classificado em dois tipos: andrdide, central,
abdominal ou macéa (apple) e ginecéide , periférico, inferior ou pera (figural). O tipo
androide esta relacionado ao excesso de gordura concentrado na regido intra-
abdominal ou no tronco, e é mais frequente no sexo masculino, porém, nao exclusivo.
Este padrdao apresenta maior correlagdo com problemas cardiovasculares e
metabdlicos, por acumularem mais gordura visceral. O tipo ginecéide esta associado ao
excesso de gordura que se acumula na regido dos quadris, coxas e nadegas, sendo
esse mais frequente em mulheres e apresenta um menor risco a saude, devido a um
acumulo subcutaneo. Em geral pode estar correlacionado com doencas vasculares
mais leves e problemas ortopédicos (Mancini, 2001; Blouin et al., 2008; Lee et al.,

2013).
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Figura 1: Distribuicdo Periférica (ginecoide) e abdominal (androide) da gordura corporal.

Fonte: Adaptado de Sociedade de Cardiologia do Estado de Sdo Paulo (Socesp) - Neto, 2014.

Além da classificacdo do IMC, outras mensura¢des antropomeétricas como a
circunferéncia da cintura (CC), a razdo cintura-quadril (RCQ) e diametro abdominal
sagital (DAS) sdo comumente utilizadas para avaliar a distribuicdo da gordura corporal.
Estas medidas estdo associadas a doencas cardiovasculares, hipertensdo, sindrome
metabdlica e DMT2, e séo utilizadas de forma complementar ao IMC (Mancini, 2001,
WHO, 2008). O IMC e a RCQ sdo empregados para avaliar com maior nitidez o risco de
saude dos pacientes. A avaliacdo destes parametros tem sido utilizada em pesquisas
clinicas e estudos epidemiolégicos, além disso, esses permitem realizar comparacdes
dentro e entre populacdes e identificar individuos ou grupos que apresentem maior
risco de morbidade e mortalidade (Kopelman, 2000). O aumento da CC também esta
frequentemente associado ao aumento do depdsito de gordura visceral (Alberti et al.,
2009).



A obesidade abdominal é diagnosticada em mulheres que apresentam CC > 88
cm e/ou RCQ 20,85 e em homens com CC > 102 cm e/ou RCQ 2> 0,90. Os riscos

dessas complicacdes sao apresentados na tabela 2.

Tabela 2: Ponto de corte dos riscos de complicacdes metabodlicas associadas a
obesidade em homens e mulheres

Riscos de complicacBes metabdlicas Homem Mulher

Circunferéncia da cintura (cm)

Normal <94 <80
Aumentado >94 >80
Substancialmente aumentado >102 >88
Razdo cintura/quadril (cm)

Normal <0,90 <0,85
Substancialmente aumentado >0,90 >0,85

Fonte: Adaptado de WHO, 2008.

E importante compreender, que por mais que estas associacbes sejam
universais e que tenham sido estabelecidas para avaliar o risco de salde das
populactes, existem diversas predisposicdes de cada grupo étnico ou populacéo
especifica. Em 2005 a International Diabetes Federation (IDF) sugeriu um ponto de
corte para a circunferéncia da cintura que difere entre etnias (Tabela 3) (IDF, 2005;
WHO, 2008).

Tabela 3: Referéncia do ponto de corte da circunferéncia de cintura de acordo com a
International Diabetes Federation (IDF)

Grupo étnico Sexo Circunferéncia da cintura (cm)
Europeus Homem > 94
Mulher >80
s Homem 290
Sul-Asiaticos Mulher > 80
Chineses Homem >90
Mulher >80
Japoneses Homem 2 85
Mulher >90

Usar medidas sul-asiaticas até que estejam
disponiveis referéncias especificas
Usar medidas europeias até que estejam

disponiveis referéncias especificas
Fonte: Adaptado de International Diabetes Federation - IDF, 2005.

Centro e sul-americanos

Africanos e sub-saarianos




l.2. A obesidade como um problema de saude publica

O aumento continuo nas taxas de incidéncia de individuos com excesso de
peso nas ultimas décadas, fez com que a obesidade atingisse propor¢cdes epidémicas,
a ponto da OMS considera-la uma epidemia global (WHO, 1995; 2000; 2004; Flegal et
al.,, 2002). Até 2015, as estimativas sugerem que havera cerca de 2,3 bilhdes de
pessoas com excesso de peso e mais de 700 milh6es de pessoas no mundo serdo
obesas (Chan & Woo, 2011; WHO, 2013). Isso devera aumentar ainda mais nos
proximos 20 a 30 anos (Ghoorah et al., 2014).

A taxa de obesidade nos Estados Unidos tem apresentado um aumento
constante segundo o National Center for Health Statistics, Centers for Disease Control
and Prevition (NHANES). Nas duas Ultimas décadas, passou de 19,4% em 1997, para
35,7% da populacdo adulta em 2010 (Xia & Grant, 2013). A obesidade afeta mais de
20% de todas as criangas em muitos paises (Estados Unidos, Gra-Bretanha, Austrélia,
Brasil, Chile) (Cusi, 2012) e nos Estados Unidos estima-se que 170 milhdes dessas
(com menos de 18 anos de idade) apresentam sobrepeso ou obesidade (Xia & Grant,
2013).

Ao longo das ultimas décadas, os paises em desenvolvimento também tém
observado um aumento da obesidade entre sua populagéo (Hossain et al., 2007).

No Brasil o panorama nao é diferente, o que reforca a obesidade como sendo
um problema tanto de paises desenvolvidos, como em desenvolvimento. Alguns
indicativos contribuem para este aumento: a facilidade no acesso de alimentos de baixo
custo e de alto teor energético, o sedentarismo, trabalho centralizado nas cidades
(éxodo rural) e 0 aumento da obesidade infantil, que quadriplicou entre criancas de 5 a
9 anos, chegando a uma média de 14% (16,6% em meninos e 11,8% em meninas)
(IBGE, 2010). De acordo com dados do Ministério da Saude, foi observado um aumento
de 9,5% no numero de adultos obesos no periodo de 1975 a 2009 (IBGE, 1982, 1992 e
2004; MS, 2011).

Segundo dados recentes das Pesquisas de Orcamentos Familiares (POF),

realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), mais de 50% da



populacdo acima dos 20 anos tem excesso de peso, dos quais 12,4% dos homens e
16,9% das mulheres s&o obesos (IBGE, 2010; MS, 2011).

I.3. Fisiologia da regulacao corporal

[.3.1 Tecido adiposo

O tecido adiposo é um tipo de tecido conjuntivo de origem mesenquimal que
possui em seu estroma diversos tipos de células, entre elas, os pré-adipdcitos,
adipdcitos, fibroblastos, linfocitos, neutréfilos, macréfagos, células endoteliais e células-
tronco mesenquimais (Cusi, 2012; Esteve Rafols, 2014).

Histologica e funcionalmente, o tecido adiposo é dividido em dois tipos. Esta
divisdo, depende do estimulo que estas células recebam, podendo se dividir em: tecido
adiposo branco (TAB) ou unilocular e tecido adiposo marrom (TAM) ou multilocular,
ambos responsaveis por armazenar lipidios (Virtanen et al., 2009; Saely, et al.,2012;
Adamczak & Wiecek., 2013). Recentemente, foi identificado um novo tipo de célula de
gordura, nomeado como tecido adiposo “bege”, “brite” ou “células adiposas marrons
recrutaveis” (Wu et al., 2013).

Tinha-se uma visdo do TAB como um depdésito de lipidios, porém, em 1994,
com a descoberta da leptina (Zhang et al., 1994), esse conceito foi modificado, sendo
estabelecido que o tal tecido, além de exercer a funcdo de armazenamento de lipidios,
contribui para o isolamento térmico de todo o corpo e também funciona como um 6rgéo
enddcrino que produz uma importante fonte de substancias biologicamente ativas, as
adipocinas, que modulam o metabolismo de todo organismo. (Adamczak & Wiecek,
2013; Rosenwald & Wolfrum, 2014). Dentre as diversas adipocinas secretadas pelo
TAB, podemos destacar a leptina, adiponectina, resistina, interleucinas 18, 6 e 8 (IL-1p,
-6 e -8), Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), entre outras. (Queiroz et al., 2009;
Zhang et al., 2014).

O balanco energético é calculado pela ingestdo e gasto energético;, quando
existe um excesso de energia, esse se acumula no TAB na forma de lipidios, e se
existe baixa ingestdo de energia, os lipidios sdo liberados para outros tecidos e

utilizados para a geracéo de energia (Raucci et al., 2013; Esteve Rafoéls, 2014).



O tecido adiposo marrom foi descrito pela primeira vez em pequenos mamiferos
e criancas, sendo uma adaptacao para se proteger contra o frio (Cannon & Nedergaard,
2004). Sua principal funcdo é produzir calor e seu citoplasma é composto por uma
elevada quantidade de mitocdndrias, reguladas pela proteina desacopladora 1 (UCP1)
gue participa da termogénese (Rosenwald & Wolfrum, 2014). Este tecido utiliza a
energia quimica dos lipidios e da glicose para produzir calor através da via mitocondrial
de fosforilagdo oxidativa de acidos graxos, mediados pela UCP1 (Hassan et al., 2012).

Além disso, o TAM tem uma relagao inversa com o aumento da idade, ou seja,
€ abundante em recém-nascidos e em adultos apresenta uma distribuicdo preferencial
(regido cervical, supraclavicular, axilar, paravertebral, mediastino e regides abdominais
superiores). Essa distribuicdo parece servir como um facilitador para o fornecimento de
sangue para os 0rgaos vitais (Saely et al., 2012).

Recentemente, foi descoberto que os adipdocitos marrons podem se apresentar
intercalados no tecido adiposo branco de humanos e roedores, formando o tecido
adiposo “bege”, sendo sugerido que existam dois tipos de adipocitos marrons,
conhecidos como classico, em criancas, e “bege” em adultos. Esse é metabolicamente
ativo e apresenta respostas de termogénese similares ao TAM, porém proporcionam
padrées de expressdo génica distintos do TAB e do TAM. (Hassan et al., 2012; Park et
al., 2014; Rosenwald & Wolfrum, 2014).

O tecido adiposo “bege” é morfologicamente semelhante ao tecido adiposo
branco, pois apresenta uma baixa expressédo basal de UCP1. No entanto, tal tecido
responde a estimulos B-adrenérgicos, associados a AMP ciclico (cCAMP), com uma alta
expressdao do gene UCPl e aumento nas taxas de respiracdo, atingindo niveis
semelhantes aos observados no TAM classico (Hassan et al., 2012; Park et al., 2014).

Os estudos ainda ndo conseguem demonstrar se todos os adipécitos brancos
poderiam ser transformados em “bege” ou se existe um conjunto preferencial de
adipdcitos que sofrem essa diferenciacdo, no entanto, sabe-se que as células “bege”
fornecem meios flexiveis para regular a temperatura corporal e o balango energético
(Park et al., 2014).



|.3.2. Requlacdo da homeostase energética

A regulagéo do peso corporal depende de um eixo com trés componentes inter-
relacionados - ingestdo alimentar, gasto energético e adipogénese - (Martinez-
Hernandez et al., 2007), que regulam a quantidade de energia consumida e
armazenada no organismo, sendo este conjunto chamado de homeostase. Tudo isso se
torna dependente da funcdo normal do cérebro como regulador metabdlico, o qual
integra sinais periféricos e controla o comportamento alimentar autbnomo (Martinez-
Hernandez et al., 2007; Lee & Mattson, 2014).

A descoberta da leptina foi um marco sobre a regulacédo do peso corporal, pois
€ um horménio produzido pelos adipdcitos e sua concentracdo plasmatica esta
correlacionada ao teor de gordura corporal, que interage com receptores influenciando
o balango energético (Schwartz et al., 2000). E transportada através da corrente
sanguinea para o hipotadlamo aumentando a pressdo sanguinea por meio da ativacao
do sistema nervoso simpatico (SNS) (Kaur, 2014).

O hipotadlamo funciona como um regulador central desse sistema fisiologico
complexo, que requer a integracao de varios sinais periféricos, recebendo informacdes
sobre o balanco energético através de sinais neuronais e hormonais que partem de
regibes distintas dos nucleos hipotalamicos, particularmente da por¢do ventro-medial,
paraventricular e dos nucleos arqueados (Sobrino Crespo et al.,, 2014). O ndcleo
arqueado tem um papel fundamental nesse sistema complexo, uma vez que contém
dois conjuntos de neurdnios: 0 primeiro conjunto expressa a proteina relacionada a
agoutina (AGRP) e o neuropeptidio Y (NPY), e o segundo produz a pro-
opiomelanocortina (POMC) e o transcrito relacionado a cocaina/anfetamina (CART). Os
neuropeptideos AGRP/NPY estédo relacionados com a via orexigena, promovendo um
aumento na ingestdo de alimentos e reduzindo o gasto energético, j& 0s
neuropeptideos POMC/CART produzem um efeito inverso, anorexigeno, diminuindo a
ingestdo de alimentos e aumentando o gasto energético (figura 2) (Bell et al., 2005;
Vetter et al., 2010).

As melanocortinas sdo neuropeptidios obtidos através da acéo da proteina pro-

opiomelanocortina (POMC), que € derivada de um processamento pos-traducao da
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proteina POMC, através das convertases PC1 e PC2, e é expressa no nucleo arqueado
do hipotalamo, hipoéfise e outros tecidos periféricos. Apds a clivagem proteolitica da
POMC, formam-se varios peptideos agonistas, cujos produtos incluem os hormdnios
adrenocorticotréficos (ACTH) e os horménios a, B e Y estimuladores de melandcito
(MSH) (Xiang et al., 2010; Tao, 2010).

Embora existam muitas caracteristicas desconhecidas relativas a homeostase e
ao balanco energético, estudos que compreendem esse sistema complexo tém

demonstrado os possiveis genes candidatos relacionados a obesidade, através de

modelos animais e da investigacao dos fatores genéticos (Bell et al., 2005).
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Figura 2: Regulacédo neurologica do balango energético

(Fonte: Vetter et al., 2010)



l.4. Classificacao de obesidade segundo a etiologia

A partir de diversos estudos epidemioldgicos realizados em diferentes
populagcbes, como, por exemplo, estudos de gémeos, concluiu-se que a obesidade é
uma doenca complexa, multifatorial, e que pode ser causada por fatores genéticos e
ambientais, em particular naqueles individuos que ja sdo geneticamente predispostos.
Nem todos os individuos que vivem em um ambiente obesogénico desenvolvem esta
patologia, 0 que destaca as suas condi¢cdes multifatoriais (Loos, 2009; Hinney et al.,
2013); os fatores genéticos contribuem para 40-70% da variacdo interindividual na
suscetibilidade a obesidade (Farooqi & O’Rahilly, 2005; Loos, 2009).

A obesidade, de acordo com a sua etiologia, pode ser classificada em trés tipos:
sindrémica, monogénica e poligénica ou comum (Herrera & Lindgren, 2010; Shawky &
Sadik, 2012).

.4.1. Obesidade Sindrémica

A obesidade sindrémica se desenvolve através de defeitos genéticos discretos
ou anormalidades cromossémicas. Além dos afetados serem clinicamente obesos,
podem apresentar retardo mental, anormalidades no desenvolvimento de 6rgéaos
especificos e caracteristicas dismorficas. A sindrome de Prader Willi (WPS) é a forma
mais conhecida de obesidade sindrémica de inicio precoce, devido a uma disfuncao do
sistema nervoso central (SNC), onde uma das causas € a hiperfagia. (Rankinen et al.,
2006; Herrera e Lindgren, 2010; Shawky e Sadik, 2012).

|.4.2. Obesidade Monogénica

A maioria das mutacdes nos genes relacionados a esse tipo de obesidade esta
envolvida com a via da leptina-melanocortina no SNC, sendo essa essencial na
regulagdo da homeostase, causando o acumulo excessivo de gordura corporal,
independente de fatores ambientais ou interacBes génicas. Os principais genes
envolvidos séao: leptina (LEP), receptor de leptina (LEPR), pro-opiomelanocortina
(POMC), pro-proteina subtilisina/kexina convertase tipo | (PCSK1), receptor da
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melanocortina 3 (MC3R), receptor da melanocortina 4 (MC4R), entre outros (Faroogi &
O’Rahilly, 2005; Pérusse et al., 2005; Choquet & Meyre, 2010).

A forma de transmissdo na obesidade monogénica pode ser dividida em dois
tipos: autoss6mica recessiva ou dominante. A autossémica recessiva é causada por
mutacdes raras que inativam os genes que codificam leptina (LEP), receptor da leptina
(LEPR), proopiomelanocortina (POMC) e pro-proteina subtilisina/kexina convertase tipo
| (PCSK1), resultando em um fenotipo grave de obesidade, que ocorre nos primeiros
anos de vida e esta relacionado a um excessivo consumo de energia em relacdo ao
gasto energético (Bell et al.,, 2005). As formas autossdmicas dominantes mais
frequentes sdo causadas por mutacdes nos genes que codificam a proteina MC4R, e a
deficiéncia dessa representa a forma mais comum de obesidade monogénica (Bell et
al., 2005). A prevaléncia de tais mutacbes tem variado de 0,5% a 1% em adultos
obesos a 6% em individuos com obesidade severa desde a infancia (Faroogi &
O’Rahilly, 2005).

|.4.3. Obesidade Poligénica ou Comum

A obesidade poligénica é uma doenca cuja expressdo pode ser modulada por
inimeros genes modificadores e por fatores ambientais, sem um padrdo de heranca
mendeliana simples (Boutin & Froguel, 2001; Mutch & Clement, 2006; Walley et al.,
2009).

A maioria dos genes relacionados a obesidade comum podem ser considerados
genes de suscetibilidade. Cada um contribui com pequenos efeitos, entretanto, quando
agem em conjunto influenciam a expressao do fendtipo desta patologia. Em altas
frequéncias, variantes nesses genes, podem ter uma ampla contribuicdo para a
obesidade ao nivel populacional (Nguyen & El-Serag, 2010).

Nota-se que a hereditariedade do peso corporal e a interagdo com os fatores
ambientais, também podem ocorrer por um mecanismo distinto, o qual é conhecido
como epigenética. Esse se define como um grupo de processos hereditarios que

afetam a funcdo do gene, sem alterar a sequéncia primaria de DNA (Bird, 2007).
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Estudos sugerem que os efeitos epigenéticos sao caracterizados principalmente
pela metilacdo do DNA e acetilacdo de histonas que medeiam processos biolégicos,
como o imprinting. Deve-se notar que muitos desses genes “impressos” sdo fatores de
crescimento ou reguladores da expressdo do gene, podendo ser a obesidade uma
caracteristica, em parte, resultante desse mecanismo (Herrera et al., 2011). No entanto,
a conservacdo dessas marcas epigenéticas através de geracbes € pouco
compreendida e a nocdo de sua transmissdo € controversa devido a dificuldade de
discriminar a causa e o efeito para estas modificacbes no DNA (Herrera et al., 2011,
Burdge & Lillycrop, 2014).

Deve-se incluir o conceito de “gendtipos econdémicos ou frugais” (thrifty
genotype) as interacdes que ocorrem entre gene-ambiente. A hipotese de “gene-
econbmico” afirma que, devido a escassez alimentar, nossos genes sofreram processos
evolutivos beneficiando os alelos que favoreciam o ganho de peso, e devido a esta
circustancia, alguns individuos se tornaram mais propensos a obesidade (Neel, 1962).
Os individuos com uma maior propensao a ter um comportamento compulsivo em um
periodo de escassez, e que armazenavam de forma mais eficiente energia na forma de
gordura, seriam 0s mais provaveis a sobreviverem aos periodos de fome.

Adicionalmente, devido a uma rapida globalizacdo, essa vantagem seletiva se
tornou uma desvantagem para os individuos que vivem em um ambiente obesogénico
em conjunto com um estilo de vida moderno, pois estdo mais predispostos ao ganho de
peso. Portanto, apesar de muitos genes ja terem sido identificados, resta desvendar a
ligacdo fisiopatologica entre seu produto proteico e o desenvolvimento da doenca
(Friedman, 2003; Stefan & Nicholls, 2004).

|.5. Genes Candidatos

O mapa genético da obesidade humana encontra-se em constante mudanca, e
a cada ano sao identificados novos genes relacionados a esta patologia. Até o presente
momento existem mais de 400 genes relatados como associados a essa desordem,
porém muitos desses resultados ainda sdo controversos (Snyder et al., 2004; Newell,
2007)
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Em 2005, quando foi finalizada a ultima edicdo do “Obesity Gene Map”, 127

genes foram associados de alguma forma a obesidade e/ou a fendtipos relacionados.

Da mesma forma os GWAS (Genome Wide associatons - estudos de associacao do

genoma) identificaram mais de 120 genes associados, principalmente em populacdes

europeias. Todos 0os cromossomos, exceto o Y, ja foram associados com fendtipos

relacionados ao aumento de peso (figura 3) (Rankinen et al., 2006; Ledn-Mimila et al.,

2013)
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Figura 3. Mapa genético da obesidade humana.
(Fonte: Adaptado de Santos et al, 2005)

Para o presente estudo foram selecionados seis genes candidatos a obesidade,

envolvidos na homeostase energética (ingestdo, consumo e gasto energético) e a

escolha dos polimorfismos foi baseada principalmente na localizagdo, na frequéncia e

em suas analises em diferentes popula¢cdes com resultados controversos.
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I.5.1. Gene FTO (associado a massa gorda e obesidade)

Inicialmente, o gene FTO foi descoberto em camundongos que apresentavam
dedos unidos, e recebeu o nome de FT (fused toes). Este gene localiza-se no
cromossomo 8 de camundongos, o qual é ortdlogo ao cromossomo 16 nos humanos
(Van der Hoeven et al., 1994). Apds a clonagem desse gene, percebeu-se que ele era
muito extenso, e foi apelidado como Fatso (Peters et al., 1999).

Somente com a descoberta da relagdo do gene com o acumulo de gordura
corporal é que ele passou a se chamar FTO (fat mass and obesity gene) (Fredriksson et
al., 2008).

O gene FTO é altamente expresso no hipotdlamo e estd envolvido na
homeostase energética por meio do controle do gasto de energia (Fischer et al., 2009).
Esta localizado no cromossomo 16g12.2 e apresenta 9 éxons que se estendem por
mais de 400Kb. Os SNPs (Polimorfismo de um unico nucleotideo) associados com 0
IMC e a obesidade estdo localizados no primeiro intron, que abriga uma regiao
altamente conservada (Garg et al., 2014).

Sabe-se que este gene possui variantes que estdo fortemente associadas a
obesidade e estas desempenham um papel importante na manutencdo da homeostase
energética e na regulacdo da lipdlise (Fredriksson et al., 2008; Terra et al., 2010). No
entanto, a principal funcdo dos produtos desse gene e sua via biologica ainda nao
foram totalmente elucidadas. Todavia, estudos com camundongos mostraram que 0s
niveis de RNAm sdo regulados pela alimentacdo e pelo jejum, e a partir dessa
observacdo sugeriu-se que o FTO seria um fator de transcricdo que regularia a
expressao de genes envolvidos no metabolismo, e o desequilibrio desse processo
poderia levar a obesidade (Cecil et al.,, 2008; Terra et al., 2010; Hess & Brunning,
2014). E também concebivel que a atividade do FTO de desmetilagdo do DNA poderia
regular a expressdo de genes envolvidos no metabolismo e que a desregulagdo deste
processo levaria & obesidade em um nivel epigenético (Tung & Yeo, 2011).

Diversos estudos tém demonstrado que os polimorfismos no gene FTO
apresentam fortes efeitos sobre a obesidade e fenétipos relacionados tais como CC,

RCQ (Dina et al., 2007; Hertel et al., 2011), apresentando também efeitos sobre a
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resisténcia a insulina e DMT2 (Dina et al., 2007; Hertel et al., 2011), sindrome
metabdlica (Hotta et al., 2011) e alteracdes na pressao arterial (Pausova et al., 2009).
Associagdes positivas foram encontradas em diversos estudos que
correlacionaram o gene FTO com a obesidade em diferentes grupos étnicos, tais como:
caucasoides (Dina et al.; 2007; Baturin et al., 2014), asiaticos (Hotta et al., 2008),
indianos (Prakash et al., 2011) e brasileiros (Da Silva et al., 2013; Lourenco et al.,
2014). O polimorfismo mais frequente do gene FTO é o rs9939609 (A>T) e estudos
demonstraram que os individuos homozigotos para o alelo de risco A apresentam um
peso maior do que homozigotos para o alelo T (Frayling et al., 2007; Woehning et al.,
2013). Aproximadamente 16% dos descendentes de populacbes europeias sao
homozigotos para o alelo de risco, pesando em média trés a quatro quilogramas a mais
do que aqueles que nao possuem o alelo A (Frayling et al., 2007; Church et al., 2010).
Estudos tém identificado outros polimorfismos do gene FTO como, por exemplo,
rs17817449 (G>T) e rs1121980 (A>G), que além de uma alta frequéncia estédo
associados com risco aumentado a obesidade (Dina et al., 2007; Prakash et al., 2011).
Apesar de intensas discussfes cientificas em torno do papel do gene FTO no

metabolismo energético, sua fungéo ainda permanece indefinida (Osborne et al., 2014).

[.5.2. Gene MCA4R (Receptor 4 da melanocortina)

As melanocortinas séo reconhecidas por cinco receptores (MCRS), 0s quais sao
classificados como MC1R a MC5R, que estimulam a adenilato ciclase (CAMP) via
transducdo de sinais, e sao amplamente distribuidos em tecidos periféricos e no
sistema nervoso central (SNC) (Xiang et al., 2010; Lee, 2012). Os efeitos biolégicos da
melanocortina sdo mediados através da interacdo com a familia dos receptores
associados a proteina G (Lee & Wardlaw, 2007).

O gene MCA4R codifica o receptor de melanocortina 4, uma proteina de 332
aminoacidos codificada por um anico éxon localizado no cromossomo 1822
(Sundaramurthy et al., 1998; Xi et al., 2012). E um receptor transmembranar, acoplado
a proteina G que atua por estimulacdo do horménio enddégeno a-melandcito (a-MSH),

resultando na inibicdo da ingestdo de alimentos. Devido a sua expressédo hipotalamica,
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0 MC4R desempenha um papel fundamental na regulagdo da homeostase energética e
regulacéo do peso corporal (Yang et al., 2013).

Nos ultimos anos, o gene MC4R tem recebido muita atencdo, pois mutacdes
nesse, podem causar a obesidade monogénica tanto em humanos quanto em animais
(Santini et al.,, 2009). Mutacbes no MC4R sao a principal causa da obesidade
monogénica grave com inicio precoce e fendtipos hiperfagicos. Em roedores, a
expressdo de MC4R foi confirmada na amigdala, hipotalamo, hipocampo, cortex e
campo cerebral, porém em humanos, a distribuicdo de receptores de MC4 no cérebro
ainda nao é conhecida (Loos et al., 2008; Horstmann et al., 2013).

Cerca de 160 mutacdes funcionalmente relevantes ja foram detectadas em no
gene MC4R em humanos (Hinney et al., 2013). Em um estudo de GWAS, realizado com
mais de 16 mil individuos, Loos e colaboradores identificaram o polimorfismo
rs17782313 (T>C), localizado préximo ao gene MC4R, e este parece associado a um
aumento de IMC, risco para a obesidade e resisténcia a insulina (Loos et al., 2008;
Chambers et al., 2008). Este polimorfismo também pode estar relacionado com um
aumento da ingestdo energética total, principalmente de gorduras saturadas e um
aumento da circunferéncia da cintura (Qi, et al., 2008).

Outro polimorfismo que também est4 associado a obesidade é o rs2229616
(G>A), que resulta em uma substituicdo de um aminodacido valina por uma isoleucina na
posicdo 103 da proteina (Vall03lle). Essa variante apresenta um efeito protetor contra
a obesidade, relacionada com a diminui¢cdo do IMC e da CC (Heid et al., 2008). Os
individuos que apresentam o alelo A (lle103) tém um risco reduzido de 18% no
desenvolvimento da obesidade quando comparados com os individuos que néo

carregam este alelo (Young et al., 2007).

[.5.3. Gene PPARG (Receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama)

O gene PPARG, cujo produto € o fator de transcricio PPAR-y (receptores
ativados por proliferadores de peroxissomas), € altamente expresso no tecido adiposo,
onde controla a diferenciacdo dos adipécitos e 0 armazenamento de lipidios (Dongxia et
al., 2008).
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O PPAR-y € um membro da subfamilia de receptores nucleares, ativado pelos
acidos graxos provenientes da dieta e por derivados metabolicos (Evans et al., 2004). E
um fator chave de transcricdo envolvida na adipogénese, essencial na formagéo de
novos adipdcitos (Braissant et al.,1996; Rosen et al., 2002). Em obesos morbidos sua
expressao esta aumentada nos adipocitos e diminuida no tecido adiposo visceral de
individuos magros (Vidal-Puig et al., 1997; Lefebvre et al,. 1998)

O gene PPARG esta localizado no cromossomo 3p25, possui 9 éxons e codifica
trés isoformas protéicas: PPAR-y1, PPAR-y2, e PPAR-y3, que sdo produzidas por
diferentes splicing alternativos, como pode ser observado na figura 4 (Aprile et al.,
2014).

O PPAR-y2, codificado por 7 exons do gene PPARG, ¢é a isoforma mais
importante expressa no tecido adiposo. Além disso, € um importante fator de transci¢éo
ativado por lipidios, com um papel fundamental na expressao de genes envolvidos na
diferenciacdo dos adipdcitos, armazenamento de energia e na regulacdo de genes em
outros tecidos (Mattevi et al., 2007; Bhatt et al., 2012).
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Figura 4. Gene PPARG e as proteinas PPAR-y1 e PPAR-y2.

(Adaptado de Raman & Koenig, 2014)

Entre as diversas variantes génicas identificadas no gene do PPARG, o

polimorfismo rs1801282 (C>G), localizado no exon B, codifica o polipeptidio amino-
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terminal que define a isoforma PPAR-y2, e isso resulta na substituicdo de um
aminoacido prolina por alanina (Prol2Ala) (Yen et al.,1997). Esse polimorfismo é
amplamente estudado e tem sido associado ao aumento da gordura corporal, IMC
(Tanko et al., 2005; Mattevi et al., 2007; Angeli., et al, 2011), aumento no risco de
diabetes mellitus (Ghoussaini et al., 2005; Hu et al., 2009), nos niveis glicémicos
(Zandona et al., 2013) e hipertensao arterial (Bener et al., 2013).

I.5.4. Gene ADRB3 (Receptor beta 3 adrenérgico)

O sistema adrenérgico é uma peca fundamental no balanco energético, através
da estimulacéo tanto da termogénese quanto da glicélise em tecido adiposo marrom e
branco (Arch et al., 1993; Lafontan & Berlan, 1993; Kurokawa et al., 2008).

Os receptores beta-adrenérgicos (B-ARs) sdo membros de receptores ligados a
proteina G, alvos das catecolaminas (epinefrina e norepinefrina), e sdo importantes
para a regulacdo cardiovascular e metabdlica. Esses receptores B-adrenérgicos sao
subdivididos em quatro subtipos: Bl a p4. Bl e P4 sdo expressos no sistema
cardiovascular; B2 é expresso nos musculos lisos das vias aéreas (Cagliani et al.,
2009).

O receptor B3 esta localizado principalmente nos adipdcitos (Lafontan & Berlan,
1993; Tchernof et al., 1999). Sua principal funcédo € mediar a lipdlise no tecido adiposo
branco e a termogénese no tecido adiposo marrom (Umekaea, 1999; Arch et al., 1993;
Kurokawa et al., 2008). Uma disfuncdo neste receptor pode resultar em uma
predisposicao para a lipolise diminuida, resultando em obesidade (Oguri et al.,2013).

O gene ADRB3 esta localizado no cromossomo 8p11.23, e é composto por dois
éxons, separados por um pequeno intron. Um dos polimorfismos mais estudados no
gene ADRB3 (rs4994 C>T) € uma variante de sentido trocado que ocorre no éxon 1,
resultando na substituicdo de um aminoacido triptofano por uma arginina no cédon 64
(Trip64Arg) do primeiro dominio transmembranar do receptor $3; é a Unica mutagéo
funcional no gene ADRB3 (Liu et al.,, 2007). Esta variante estd relacionada com a

obesidade visceral e com a resisténcia a insulina, assim como, com a dificuldade de
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perder peso, devido uma maior taxa metabdlica de repouso (Yoshioka et al, 1996;
Tchernof et al., 1999; Oguri et al.; 2013; Baturin et al., 2014).

Alguns estudos tém mostrado associacdo da variante 64Arg (alelo C) e
desenvolvimento de DMT2, diminuicdo da resposta da insulina a glicose e diminui¢cao
da secrecdo de insulina dependente de glicose (Walston et al., 2000; Perfetti et al.,
2001); outros relatam um aumento do IMC (Csernus et al.,, 2014). No entanto, ha
trabalhos em que né&o foram observadas associagdes significativas entre essa variante
e a obesidade (Mattevi et al., 2006; Malik et al., 2011).

[.5.5. Gene UCP1 (proteina desacopladora 1)

A UCP é uma proteina localizada na membrana mitocondrial interna dos
adipdcitos marrons, responsavel por desacoplar a cadeia transportadora de elétrons
durante a fosforilacdo oxidativa, sendo sua principal funcéo gerar calor (Jia et al., 2010;
Brondani et al., 2012; Chechi, et al., 2013).

Ja foram identificados cinco membros da familia da UCP: UCP1, UCP2, UCP3,
UCP4 e UCP5 (BMCP1) (Nubel et al., 2006). Essas proteinas sdo estruturamente
semelhantes, porém sdo expressas em diferentes tecidos e algumas fungbes e
implicagbes patoldgicas ainda ndo foram muito bem elucidadas como podemos
observar na tabela 4 (Brondani et al., 2012).

A UCP1 foi a primeira proteina desacopladora a ser identificada, e é expressa
exclusivamente no TAM, onde atua desacoplando a cadeia transportadora de elétrons
(promovendo a perda de prétons (HY)), levando a producédo de calor ao invés do
armazenamento de energia sobre a forma de ATP; através desse processo, observa-se
uma reducéo da eficiéncia metabdlica (Azzu et al., 2010; Jia et al., 2010; Brondani et
al., 2012). Posteriormente, foram identificados dois homélogos da proteina UCP-1,
denominadas UCP2 e UCP3. Estas apresentam uma homologia de 73%, e ambas sé&o
56% semelhantes a UCP1 (Lowell e Spiegelman, 2000). A UCP2 é amplamente
distribuida pelo corpo, incluindo o TAB, (Nubel et al., 2006) e a UCP3 é expressa na

musculatura esquelética (de Souza et al., 2013).
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Levando em conta o fato da UCP1 apresentar uma grande importancia na
termogénese e no gasto energético, sugere-se que esta proteina pode desempenhar
um papel relevante na etiologia da obesidade (Lowell e Spiegelman, 2000).

A UCP1 é uma proteina de 32 Kilodaltons, cofidicada pelo gene UCP1,
localizado no cromossomo 428-g31. O gene possui uma extensao de 9 Kb, contendo
seis éxons e cinco introns (Dalgaard & Pedersen, 2001; Jia et al., 2010; Brondani et al.,
2012). Algumas variantes ja foram identificadas nesse gene em humanos. Apesar de
muitos trabalhos mostrarem associacdes significativas com a obesidade e fendtipos
relacionados, alguns estudos ndo observaram tais associacdes (revisdo em Zandona,
2010). Dentre elas, o polimorfismo rs6536991 (C>T), localizado no primeiro intron, esse
SNP foi associado ao aumento de IMC, outra variante estudada é o rs12502572 (A>G),
localizada no quarto intron, e até o momento, ndo ha relatos desta com a obesidade

(Ramos, et al., 2012).

Tabela 4: Funcéo proposta das proteinas desacopladoras (UCPSs)

UCP-1 UCP-2 UCP-3 UCP-4 UCP-5
(BMCP-1)
Principal Tecido .
e o . Amplamente , - Sistema nervoso .
distribuicao adiposo e Musculo esquelético Cérebro
tecidual Marrom distribuida pelo corpo central
Termogénese
N Secregdo de insulina . Termogénese
. Termogénese Limitac3o de ROS? Termogénese
Funcao s Termogénese? ¢ I Limitacdo de
fisiologica Limitacdo de e/ou ATP? Limitacdo de ROS? ROS? e/ou
ROS? Limitacdo de ROS? Metabolismo de e/ou ATP? A"I'P?
e/ouATP? L. '
acidos graxos?
Regulagdo da
atividade
inflamatoria? Obesidade? Sinalizacs
inalizagdo
implicacio Intoleré.ncia Protecdo contra Efeitos pro- Neuromodulagdo? g sistema
patologica ao frio aterosc.lerose, apoptoticos? Neuroprotecio nervoso
Obesidade envelhecimento e 5 contra apoptose?  central via
diabetes? Progressdo do ! ROS?

cancer?
Progressdo do cancer?

Neuroprotecao?

ATP: Adenosina trifosfato; ROS: Espécies reativas de oxigénio; UCP: Proteina desacopladora; ?: papel proposto

Fonte: Adaptado de Nubel et al., 2006
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|.6.6. Gene LEPR (receptor de leptina)

O receptor da leptina, codificado pelo gene LEPR, €& uma proteina
transmembranar que pertence a familia dos receptores de citocinas e apresenta um
papel crucial na regulacdo do peso corporal (Ben Ali et al., 2009b). O LEPR codifica
varias isoformas (uma longa e varias curtas), que estao distribuidas em varios tecidos
(Ahima e Osei, 2004). A isoforma longa contém 302 aminoacidos no dominio
intracelular, é biologicamente ativa e € expressa em varias regides do cérebro,
abundantemente no hipotadlamo, onde ativa a via transdutora de sinal de Janus tirosina
guinase (JAK), que esta envolvida na ativacdo do sistema de transcricdo (STAT) para
alterar a expressdo de neuropeptideos hipotalamicos e promover a transcricdo dos
genes-alvo (Yiannakouris, 2001; Ahima e Osei, 2004).

O gene do receptor de leptina (LEPR), também denominado OB-R, tem sido
amplamente estudado em busca de variantes que possam contribuir para fisiopatologia
da obesidade. Acredita-se que polimorfismos nesse gene possam modificar a funcéo do
receptor levando a altera¢des nos niveis de leptina e no peso corporal (Liu et al., 2004).
O gene localiza-se no cromossomo 1p31.3, tem 70 kb de extenséo e é composto por 20
éxons (Thompson et al., 1997).

Os polimorfismos localizados no gene LEPR tém sido associados a obesidade e
fendtipos relacionados (Yiannakouris et al.,2001; Mattevi et al., 2002; Fairbrother et al.,
2007; Duarte et al., 2007; Constantin et al,.2010; Furusawa et al,. 2010; Tabassum et
al., 2012; Oliveira et al., 2013). Uma das variantes mais estudadas é o polimorfismo
rs1137101, localizado no exdon 6, que consiste em uma troca de A>G, levando a
substituicdo de glutamina por arginina na posicao 223 do receptor (GIn223Arg). Alguns
estudos associaram este polimorfismo a um aumento dos valores de IMC e aumento do
peso corporal, sobrepeso e obesidade (Yiannakouris et al., 2001; Mattevi et al, 2002;
Furusawa et al,. 2010). Além disso, foi observado um aumento nos niveis plasméaticos
de leptina (Guizar-Mendoza et al., 2005).

Outra variante estudada no mesmo gene € rs1137100, localizada no éxon 2,
gue consiste em uma transicdo de A>G, onde a lisina € substituida por arginina na

posicdo 109 do receptor (Lys109Arg). Esse polimorfismo esta associado ao aumento
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dos valores de IMC e ao perfil lipidico (Labayen et al., 2011). Por outro lado, no trabalho
de Furusawa e colaboradores (2010) ndo foi observada uma associacdo desse
polimorfismo com obesidade, aumento do peso corporal e IMC.

Por fim, ha o polimorfismo rs1805094 (G>C), localizado no éxon 12, que leva a
uma substituicdo de lisina para asparagina na posicdo 653 do receptor (Lys656Asn).
Para essa variante ndo foi observada nenhuma associacdo com IMC e obesidade
(Rosmond et al., 2000; Yiannakouris et al.,, 2001; Oliveira et al., 2013).
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[l. JUSTIFICATIVA

A obesidade é uma doenca complexa e multifatorial, determinada por fatores
genéticos e ambientais, constituindo um problema de saude publica. Diversos estudos
demonstram de forma evidente a participacdo do componente genético na incidéncia da
obesidade. Apesar do numero relativamente alto de trabalhos realizados, o papel de
variantes genéticas no desenvolvimento da obesidade necessita de melhores
esclarecimentos.

Os estudos realizados com o0 objetivo de estabelecer possiveis associacfes
entre variantes de genes candidatos da obesidade com os respectivos fenotipos
relacionados demonstram frequentemente resultados contraditérios ao analisarem tais
relacbes em amostras de populacdes caracterizadas, geralmente, por sua
homogenidade genética, tais como caucasianos, asiaticos ou negros. No Brasil e
particularmente em algumas regides com extensas areas urbanas ocorreu importante
miscigenacao entre numerosos grupos de etnias, como por exemplo, o Rio de Janeiro
onde diferentes grupos ancestrais contribuiram para a formacado inicial dessa
populacdo: Europeus (52%), Africanos (41%) e Amerindios (7%) (Pena et al., 2011),
mas cuja complexidade foi aumentada recentemente pela introdugédo de grupos étnicos
como o0s judeus, arabes, coreanos, chineses, latinoamericanos e outros migrantes, o
gue dificulta mais ainda o entendimento da obesidade.

Este trabalho visa contribuir para a compreensdo das interacdes entre
diferentes genes e sua possivel relacdo com a obesidade e fenotipos relacionados.

Além das medidas antropométricas, pressoricas e bioguimicas avaliadas nesse
trabalho, existem outros parametros importantes que devam ser considerados, tais
como: ambiente, estilo de vida e estado psicologico, porém neste primeiro momento
ndo foram analisados. Essa necessidade € apontada pelo amplo espectro dessa
doenca complexa e multifatorial.
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1. OBJETIVOS

I1l. 1. Objetivo Geral

Investigar a influéncia/associagédo de polimorfismos nos genes FTO, MCA4R,
PPARG, ADRB3, UCPl1 e LEPR com o desenvolvimento da obesidade em uma

populacdo de composicéo étnica extremamente complexa como a do Rio de Janeiro.

I11.2. Objetivos Especificos

1. Investigar diferencas nos parametros antropométricos, pressoricos e
bioquimicos entre obesos e eutrdficos, entre os sexos e os diferentes graus de

obesidade.

2. Realizar a genotipagem dos polimorfismos nos genes FTO (rs9939609;
rs1121980; rs17817449), MC4R (rs2229616; rs17782313), PPARG (rs1801282),
ADRB3 (rs4994), UCP1 (rs6536991; rs12502572) e LEPR (rs1805094; rs1137100;

rs1137101), em amostra de individuos obesos e eutréficos.

3. Determinar e comparar as frequéncias genotipicas e alélicas entre os

individuos obesos e eutroéficos.

4. Testar se as amostras de obesos e eutréficos estdo em equilibrio de Hardy-
Weinberg para todos os polimorfismos dos genes estudados.

5. Investigar a associacdo desses polimorfismos com a variabilidade dos
parametros antropomeétricos, pressoricos e bioquimicos que caracterizam o fendtipo da

obesidade.

6. Verificar através de uma analise de regressao multivariada as relacdes e
interacOes entre as diferentes caracteristicas fenotipicas que de alguma maneira estao

relacionados a obesidade.
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IV. METODOLOGIA

IV.1. Casuistica

No presente estudo, as amostras analisadas estdo constituidas por 100
individuos eutroficos e 100 obesos, de ambos 0s sexos, recrutados entre funcionarios e
estudantes do Hospital Universitario Pedro Ernesto — UERJ e policiais pertencentes ao
guadro permanente da Policia Militar do Estado do Rio de Janeiro, respeitando-se os
critérios de incluséo e exclusdo. As amostras foram coletadas no periodo de 19/10/2011
a 10/08/2012.

Todos os individuos selecionados foram informados sobre os detalhes do
estudo e concordaram em participar da avaliacdo clinica, metabdlica e molecular,
mediante a assinatura prévia do termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO
A).

Este estudo foi aprovado pelo comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (ANEXO B).

A avaliacdo genético-molecular foi desenvolvida na Universidade do Grande Rio
(UNIGRANRIO) em colaboragdo com o Laboratério de Fisiopatologia Clinica e
Experimental (CLINEX/UERJ).

IV.1.1. Critérios de Inclusdo

Todos os individuos inseridos no estudo atenderam aos seguintes quesitos:
v Idade entre 18 e 60 anos
Grupo eutréfico, IMC= 18,5 kg/m? a < 25 kg/mz2
v" Grupo obeso, IMC = 30 kg/m?

- Obeso grau I: IMC < 35 kg/m2

- Obeso grau II: IMC <40 kg/m?

- Obeso grau lll: IMC = 40 kg/m?

v' Ser capaz de ler, compreender e assinar o termo de consentimento informado.

\
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IV.1.2. Critérios de Excluséo

v" Presenca de diabetes mellitus Tipo 2 (definido como glicemia de jejum >
125mg/dL).

v' Presenca de hipertensao arterial estagio 2, de acordo com o The Seventh Report
Joint National Committee (JNC VII) ou uso de medicag&o anti- hipertensiva.

v Historia progressiva de evento cardiovascular (Sindrome coronariana aguda,
acidente vascular encefalico e doenca arterial periférica sintomatica).

v' Comorbidades Crbnicas como doenca pulmonar obstrutiva, alteracdo de funcéo

hepatica (avaliada pela determinacao de transaminases, fosfatase alcalina, gama

GT, proteinas e atividades de protrombina), doencas autoimunes, doenca renal

cronica (caracterizada por creatinina sérica > 1,4 mg/dL), endocrinopatias (exceto

disfuncédo tiroideana compensada), doencas psiquiatricas (incluindo bulimia ou

anorexia nervosa de acordo com os critérios do DSM-1V), neoplasias malignas e

doenca inflamatoria intestinal.

Gestacao e lactacao.

Doencgas Hematologicas.

Uso de substancias ilicitas como maconha e cocaina.

ASIRNERNERN

Uso de farmacos fitoterapicos para emagrecimento ou transtorno do humor como

erva de Sdo Jodo, cascara sagrada, etc.

v Uso, nos trés meses anteriores, de farmacos relacionados a perda de peso como
Orlistat, Sibutramina e anfetaminas.

v" Uso prolongado de corticoesteroides sistémicos ou anti-inflamatorios.

v" Uso de drogas que afetam o metabolismo dos carboidratos e lipidios, tais como

metformina e hipolipemiantes e drogas anti-hipertensivas.

IV.2. Avaliacdo Clinica

A avaliacdo clinica, caracterizacdo antropométrica (IMC, CC, RCQ e DAS),
avaliacdo dos niveis pressoricos, coleta do material bioldgico e analise bioquimica

(perfil lipidico e dosagem de leptina) foram realizadas pela equipe do CLINEX/UERJ.
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IV.3. Coleta de sanque periférico

Para as andlises bioquimicas e genéticas foram coletados 8 mL de sangue
periférico em tubos especificos (soro e EDTA) , ap6s um periodo de 12 horas de jejum.
As aliguotas de plasma e soro foram estocadas a -20 °C, conforme apropriado para
realizacdo das analises bioguimicas e os tubos de sangue contendo EDTA foram
encaminhados para o Laboratério de Genética da UNIGRANRIO (LabGen) para

extracdo de DNA e a analise molecular.

IV.3.1. Extracdo do DNA Gendmico

A extracao e purificacdo do DNA gendmico compreendem varias etapas que
incluem a lise das células, extracao de proteinas e do RNA e precipitacdo do DNA.

Todas as 200 amostras foram extraidas a partir de uma aliquota de sangue
periférico. Para extracdo de DNA foi utilizado o kit comercial “FlexiGene DNA Kit”
(Qiagen®), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.

Para avaliar o material extraido de forma qualitativa, foi estimada a
concentracdo de DNA nas amostras atraves de eletroforese em gel de agarose (Sigma-

dTM

Aldrich®) a uma concentracédo de 1%, corados com GelRe (Biotium). As amostras

foram armazenadas em freezer -20°C no LabGen.

IV.3.2. Avaliagdo Genético-Molecular

Para avaliacdo molecular foram analisados doze polimorfismos de seis genes
candidatos ou moduladores da obesidade, utilizando duas metodologias diferentes,
PCR-RFLP (Polimorfismo de Fragmento Unico de Restricdo) e PCR em tempo real,
descritas abaixo.

IV.3.2.1. RFLP-PCR (Restriction Fragments Length polymorphisms)

A genotipagem dos polimorfismos nos genes PPARG (rs1801282), ADRB3

(rs4994) e MC4R (rs2229616), foi realizada através da técnica de PCR-RFLP. Apés a
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PCR convencional, o produto foi submetido a clivagem utilizando enzimas de restricdo
especificas para cada um dos polimorfismos.

Tabela 5: Polimorfismos genotipados por PCR-RFLP*.

E A s
Genes dbSNP ID Primer Foward Primer Reverse ndonuc!e::\se Referéncias
de restricao

PPARG rs1801282 5'CCAATTCAAGCCCAGTCCTTTC3’ 5’-CAGTGAAGGAATCGCTTTCCG 3’ BstU-I T;lvazrg;;t
, ’ , , Ochoaetal.,

ADRB3  rs4994 5’ CGCCCAATACCGCCAACAC 3 5’ CCACCAGGAGTCCCATCACC 3 BstNI 2004

MC4AR 12229616 5 ATGGAGGGTiICTACGAGCAACT 5’ TCT GTACTG'IT;AATAGGGTGHG Hincll Gacl,tolc;ag (;t

*Primers construidos pela empresa Life Technologies

IVV.3.2.1.1. Polimorfismo rs1801282 do gene PPARG

A regido do DNA que abrange o polimorfismo Prol2Ala foi amplificada através
da técnica de PCR. Os primers/iniciadores utilizados foram descritos por Tavares e
colaboradores (2005) (tabela 5). As reacdes foram realizadas utilizando 1 pl (50ng) de
DNA gendmico, 5 pmoles de cada iniciador (Senso e Antisenso), 1X de Tampao, 1,5
mM de MgCI2, 0,2mM de cada nucleotideo (dATP, dCTP, dTTP e dGTP), 1 U da
enzima Taq DNA polimerase (Vivantis Technologies) e agua estéril, para atingir um
volume final 25 pl.

A PCR foi realizada no termociclador Therm -1000/ Maxygene (Axigen®). Para
amplificacéo foi utilizada uma ciclagem que incluiu uma desnaturacéo inicial de 98°C
durante 3 minutos, seguido por 30 ciclos a 94°C por 1 min., 62°C por 1 min e 72°C
durante 1 min. A extensao final foi de 72°C por 10 min.

Para verificar a amplificacéo, os produtos de PCR (244 pb) foram submetidos a
uma eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com GelRedTM (Biotium)

visualizados em transluminador UV (Biometrix).
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Em seguida, os produtos de PCR foram digeridos utilizando 5U da
endonuclease de restricdo BstU-I (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) e
incubados por 60°C durante 2 horas, utilizando o tampdo recomendado pelo
fabricante.

Apés a digestdo as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose a 4%, corados e visualizados no transluminador, devidamente fotografados e
armazenados. Os tamanhos dos produtos ap6s a digestdo foram: 244 pb para
homozigotos selvagens (CC), 244, 223 e 21 pb para heterozigotos (CG) e 223 e 21 pb

para homozigotos mutados (GG), ndo encontrados na nossa amostra (figura 5).

CG CC CC CC CC

M= Marcador de peso molecular (100pb).

Figura 5: Fotografia de um gel de agarose do polimorfismo rs1801282 apés a clivagem
com a endonuclease de restricdo BstU-I.

IVV.3.2.1.2. Polimorfismo rs4994 do gene ADRB3

A regido do DNA que abrange o polimorfismo Trp64Arg foi amplificada através
da técnica de PCR. Os iniciadores utilizados foram descritos por Ochoa e colaboradores
(2004) (tabela 5).

Para amplificacdo foi utilizada uma ciclagem que incluiu uma desnaturacao

inicial de 94°C durante 5 minutos, seguido por 35 ciclos a 94°C por 30 seg., 61°C por 30
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seg. e 72°C durante 30 seg. A extensao final foi de 72°C por 10 min.

Para verificar se a amplificacdo ocorreu, os produtos da PCR (210 pb) foram
submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com GelRed™
(Biotium) e visualizados em transluminador. Em seguida, os produtos de PCR foram
digeridos utilizando 10 U da endonuclease de restricdo BstNI (New England Biolabs,
Beverly, MA, USA) e incubados por 60°C durante 2 horas e 30 minutos, utilizando o
tampé&o recomendado pelo fabricante.

Apds a digestdo as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de

d™ e as bandas foram visualizadas através do

agarose a 2,5%, corados com GelRe
transluminador, devidamente fotografados e armazenados. Os tamanhos dos produtos
apos a digestao foram: 129 e 81 pb para homozigotos selvagens (TT), 210, 129 e 81 pb

para heterozigotos (CT) e 210 pb para homozigotos mutados (CC) (figura 6).

M ccC 71T T 17

e
CrmmmATIRRRY
I
prm——
s —
s
s
e

210 pb —>
129 pb —>

81 pb —>

M= Marcador de peso molecular (100pb)

Figura 6: Fotografia de um gel de agarose do polimorfismo rs4994 apos a clivagem com a

endonuclease de restricdo BstNI.
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IVV.3.2.1.3. Polimorfismo rs2229616 do gene MC4R

A regiao do DNA que abrange o polimorfismo Vall03lle foi amplificada por
PCR. Os iniciadores utilizados foram descritos por Gotoda e colaboradores (1997)
(Tabela 5). Para amplificacdo foi utilizada uma ciclagem que incluiu uma desnaturacéo
inicial de 95°C durante 10 minutos, seguido por 30 ciclos a 94°C por 1 min., 50°C por 1
min. e 72°C durante 1 min. A extensao final foi de 72°C por 10 min.

Para verificar a amplificacdo, os produtos de PCR (223 pb) foram submetidos a
uma eletroforese em gel de agarose a 1%, corados com Gel Red e visualizados no
transluminador.

Em seguida, os produtos de PCR foram digeridos utilizando 10U da
endonuclease de restricdo Hincll (New England Biolabs, Beverly, MA, USA) e
incubados por 60°C durante 2 horas e 30 minutos, utilizando o tampéo recomendado
pelo fabricante. Apos a digestdo as amostras foram submetidas a eletroforese em gel
de agarose a 4%, corados com GelRed e as bandas foram visualizadas através do
transluminador, devidamente fotografados e armazenados. Os tamanhos dos produtos
apos a digestdo foram: 200 pb e 23 pb para homozigotos selvagens GG, 223, 200 e 23
pb para heterozigotos (GA) e 223 pb para homozigotos mutados (AA), ndo encontrados

na nossa amostra (figura 7).

M GG GG GG GG GA

<«— 223pb
<— 200 pb

M= Marcador de peso (100pb) molecular

Figura 7: Fotografia de um gel de agarose do polimorfismo rs2229616 apos a clivagem
com a endonuclease de restricdo Hincll.
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IV.3.2.2. PCR em Tempo Real

Os polimorfismos dos genes FTO (rs9939609, rs1121980, rs17817449), LEPR
(rs1805094; rs1137100; rs1137101), UCP1l (rs6536991; rs12502572) e MC4R
(rs17782313), foram genotipados por discriminacédo alélica através da técnica de PCR
em Tempo Real utilizando sondas TagMan®.

Para analise de todos os polimorfismos, foram realizadas reacfes utilizando
TagMan Genotyping Master Mix® (2x), sonda TagMan® (40x) especifica para cada
variante estudada, 10-30ng de DNA gendmico e agua estéril, conforme o protocolo
estabelecido pelo fabricante. Para toda reacdo foi incluido um controle negativo
realizado em duplicata, para garantir que ndo houve nenhuma contaminacdo. As
condicbes de amplificacdo foram diferentes para cada polimorfismo estudado, como
apresentado na tabela 6. Todas as andlises foram realizadas com o equipamento
ECO™Real Time PCR (lllumina). Os resultados foram analisados utilizando o software
EcoStudy versdo 5.0.

B _’_/’ 0.05
0.00
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Legenda
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Figura 8: Graficos Multicomponentes. O eixo y indica a fluorescéncia do fluor6foro e o eixo x 0 nimero
de ciclos. A curva verde € indica a fluorescéncia do VIC e o azul é a fluorescéncia do FAM. O gréafico A
representa um homozigoto selvagem, o B um homozigoto mutado e o C representa um heterozigoto.
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Tabela 6: Sondas e condi¢6es de amplificacdo dos SNPs estudados por PCR em tempo real.

Gene dbSNP ID Sequéncia das Sondas TagMan® (VIC®/FAM®)*

Condigoes de
amplificagao

MC4R rs17782313 GTTTAAAGCAGGAGAGATTGTATCC[C/T]GATGGAAATGACAAGAAAAGCTTCA

50°C - 2 min
95°C- 10 min

95°C - 15 Seg 40 ciclos
60°C - 1 min

rs9939609 GGTTCCTTGCGACTGCTGTGAATTT[A/TIGTGATGCACTTGGATAGTCTCTGTT

50°C - 2 min
95°C- 10 min
95°C - 15 Seg 40 ciclos
60°C - 1 min

FTO 151121980 TCCTAGTCACGTGTCTTGGTACTAT[A/G]TGAGATTTCAGATCCACCTGCCTAC

50°C - 2 min
95°C- 10 min
95°C - 15 seg
62°C - 1 min

50 ciclos

rs17817449 GTGTTTCAGCTTGGCACACAGAAACIG/TIGTTTTAATTTAACAGTCCAGCTCCT

50°C - 2 min
95°C- 10 min

95°C - 15 Seg 45 ciclos
60°C - 30 seg

rs1805094 TAATTAATGGAGATACTATGAAAAA[C/G]GAGAAAAATGTCACTTTACTTTGGA

50°C - 2 min
95°C- 10 min
950C -15 seQ }40 ciclos
60°C - 1 min

LEPR rs1137100 TTATGTGCAGACAACATTGAAGGAA[A/G]GACATTTGTTTCAACAGTAAATTCT

50°C - 2 min
95°C- 10 min

95°C - 15 seg )
62°C - 1 min 50 ciclos

rs1137101 ATCACATCTGGTGGAGTAATTTTCC[A/G]GTCACCTCTAATGTCAGTTCAGCCC

50°C - 2 min
95°C- 10 min

95°C -15 Seg 50 ciclos
60°C -1 min

rs6536991  ATCCTTCACTCCCAAAACATGTCTT[C/T]JTCTTCACTGACATGAACTTTTTCAA

50°C - 2 min
95°C- 10 min

95°C - 15 S€9 40 ciclos
60°C - 1 min

UCP1

rs12502572 TGTGTTGATCATGTACTAAATGTGC[A/G]TCAACTCAGAGTAAGGCTAGAAAAC

50°C - 2 min
95°C- 10 min

95°C - 15 seg 50 cic
60°C-30seg [«

* Sondas Taqman® construidas pela empresa Life Technologies
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IV.4. Andlise Estatistica

Para verificar a normalidade da distribuicdo das variaveis quantitativas (dosagens
bioguimicas e medidas antropométricas e niveis pressoricos), foi utilizado o teste de
Kolmogorov-Smirnov. As variaveis com distribuicdo normal sdo apresentadas na forma
de média e desvio padrdo, e aquelas sem distribuicdo normal através de mediana e
percentis de 25% e 75%.

As analises comparativas das variaveis qualitativas (polimorfismos) foram
realizadas usando o teste do Qui-Quadrado (y?), enquanto que as comparacdes de
variaveis quantitativas entre dois ou mais grupos foram feitas através do teste t-
student ou Andlise de variancias (ANOVA, one ou two way), quando as distribuicdes
das mesmas se ajustaram a distribuicdo normal. Quando as variaveis tiveram
distribuicbes ndo normais, os testes aplicados foram os ndo paramétricos Mann-whitney

ou Kruskal-Wallis.

IV.4.1. Anélise Multivariada

Todas as varidveis qualitativas e quantitativas, possivelmente associadas com a
obesidade, foram analisadas através de um estudo de regressdo multivariada, a fim de
verificar os possiveis efeitos ou interacdes entre elas. O modelo basico utilizado foi a

analise de regressao linear, seguindo protocolo a ser detalhado abaixo:

a) Inicialmente deve-se mencionar que foi feita uma analise prévia que
incluia tanto a idade quanto o sexo, mas como esta ultima variavel néao
tinha nenhum efeito significativo, o ajuste dos modelos foi feito somente

com a idade, a qual foi incluida na analise como covariante.

b) A seguir foram construidos modelos de regressao linear multipla,
estabelecendo como dependentes cada uma das variaveis, incluindo
como independentes todas as outras variaveis e os doze polimorfismos do

presente estudo.

c) Para inclusdo no modelo de regressdo das variaveis quantitativas nos
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polimorfismos, os valores dos sistemas polimorficos foram previamente
transformadas de acordo com o seguinte critério: i) Contagem do namero
de alelos em cada grupo; ii) calculo do OR desses alelos; iii) aqueles
alelos cujo OR foi maior a 1,0 (independente de sua significancia) foram
usados como base para a transformacéo: 0 = Auséncia desse alelo-base e

1 = Presenca do alelo-base (ver exemplo na tabela 7).

d) Adicionalmente foram feitas as analises de regressado linear multipla,
usando o método Stepwise, 0 qual se caracteriza por iniciar a analise com
uma regressdo linear simples entre a variavel dependente e a

independente que apresente a maior correlacdo com ela (Modelo 1).

e) A seguir foi criado um novo modelo com a introducdo da segunda variavel
mais importante em relagdo a variacdo na variavel dependente. Isto foi
mensurado através de um teste das diferencas entre os coeficientes de
determinacdo (R?) do modelo 2 em relacéo ao modelo 1. Este processo foi
repetido até que o teste entre os modelos se tornasse insignificante, de
maneira que o modelo final continha somente as variaveis independentes
que efetivamente contribuiram para a mudanca na variacdo da

dependente.

Nota: Considerando que os efeitos dos fatores genéticos em geral sao
pequenos em relacdo as variaveis antropométricas, pressoéricas e bioquimicas, as
analises de regressdo foram feitas em duas partes: i) Usando como variaveis
independentes as antropométricas, pressoricas e bioquimicas e ii) incluindo como
independentes somente os polimorfismos genéticos. Deve-se mencionar que todas as
inferéncias estatisticas foram feitas ao nivel de significaAncia de 5% e os programas

computacionais utilizados foram o EXCEL e SPSS V.16.
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Tabela 7: Exemplo de recodificagdo dos genotipos

Alelo A G Total p a Xpa
104 92 196 0,53 55,18
Obeso 128,00
Eutrdfico 117 71 188 0,62 72,81
Total 221 163 384 0,58 127,19
ad 7384 OR 0,686
bc 10764 1/0OR 1,458
Recodificacdo AA=0 GG+AG=1
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V. RESULTADOS

V.1. Anélise descritiva

Foram analisados 200 individuos, dentre eles, 100 obesos (50 homens e 50
mulheres) e 100 eutréficos (50 homens e 50 mulheres).

A tabela 8 apresenta os resultados comparativos da distribuicdo dos parametros
antropomeétricos, pressoéricos e bioquimicos em obesos e eutroficos. A categorizacdo
entre eutréficos e obesos foi feita através do calculo do IMC (eutroficos = 18,5 a
<25Kg/m?; obesos =30Kg/m?). Essas comparacdes mostraram que a circunferéncia da
cintura, razdo cintura/quadril, diametro abdominal sagital, pressao arterial sistolica,
diastélica e média, triglicerideos, LDL e leptina foram significativamente maiores em
obesos, e o colesterol HDL foi significativamente maior em eutréficos, enquanto que os
niveis de colesterol total ndo apresentaram diferenca significativa entre esses dois
grupos.

Em geral as variaveis bioquimicas e/ou antropométricas sao influenciadas pela
idade e sexo, razdo pela qual elas seriam incluidas como covaridveis nas analises
multivariadas, porém como os efeitos do sexo (nas analises de regressao multipla) ndo
foram significantes, a correcdo foi feita somente pela idade. Pode-se observar que a

idade em eutroficos foi significativamente menor que nos obesos.
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Tabela 8: Analise comparativa das variaveis quantitativas para obesos e eutroficos

Variaveis EUTROFICOS (n=100) OBESOS (n=100) p*
Idade (anos) 32,35+9,80 37,57+ 10,15 0,000
IMC (kg/m?) 22,54 + 1,83 35,74 + 5,50 0,000
CC (cm) 78,97 + 7,20 110,40 + 13,99 0,000
RCQ 0,84+0,10 0,94 + 0,08 0,000
DAS (cm) 16,78+ 3,04 24,26 + 3,60 0,000
PAS (mmHg) 117,39+ 11,42 128,58 + 14,62 0,000
PAD (mmHg) 71,73 £7,79 79,86 £ 9,77 0,000
PAM (mmHg) 86,90 + 8,30 96,01 + 10,99 0,000
Triglicerideos (mg/dl) 73,0 (60,0; 90,0) 106,5 (77,0; 149,0) 0,000
Colesterol (mg/dl) 181,93 £ 37,10 190,73 + 43,68 0,126
HDL-c (mg/dI) 58,01 £ 13,79 47,13+ 12,76 0,000
LDL-c (mg/dl) 108,10 = 32,00 120,10 + 39,30 0,018
Leptina (pg/ml) 3,82 (1,35; 9,20) 17,34 (8,96; 30,60) 0,000

Os valores representam média + desvio padréo para variaveis com distribuicdo normal, ou mediana (percentil 25; percentil 75) para
as variaveis sem distribuicdo normal.

p* é o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferengas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e
das diferencas entre as medianas das variaveis sem distribuicdo normal, onde 0,000 significa P < 0,001.

CC: circunferéncia da cintura; RCQ: Razdo cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Presséo arterial sistélica; PAD:
Presséo arterial ditdlica; PAM: Presséo arterial média; LDI-c: LDL- colesterol; HDL-c: colestel HDL.

A comparacao das varidveis quantitativas em relagdo ao sexo (Tabela 9) mostra
gue a razao cintura-quadril, circunferéncia da cintura, didametro abdominal sagital,
pressédo arterial sistélica e triglicerideos foram significativamente maiores em homens,
enquanto que o HDL e a leptina foram significativamente maiores em mulheres. Por
outro lado, idade, IMC, pressao arterial diastllica, pressao arterial média, colesterol total

e LDL ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas.
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Tabela 9: Analise comparativa das varidveis quantitativas entre os sexos

Variaveis MULHERES (n=100) HOMENS (=100) p*
Idade (anos) 34,34 + 10,88 35,58 + 9,68 0,395
IMC (kg/m?) 28,81 + 8,07 29,47 + 7,50 0,555
CC (cm) 86,43 £ 18,61 93,31 +£19,19 0,010
RCQ 0,84 + 0,90 0,94+0,10 0,000
DAS (cm) 19,71 £4,91 21,34 + 4,99 0,021
PAS (mmHg) 119,88 £ 14,14 126,09 £ 13,70 0,002
PAD (mmHg) 75,95 + 9,37 75,64 + 10,08 0,082
PAM (mmHg) 90,46 + 10,42 92,45 + 10,97 0,191
Triglicerideos (mg/dl) 75,50 (58,25; 107,75) 95,00 (73,25; 139,00) 0,000
Colesterol (mg/dl) 188,40 + 41,58 184,26 + 38,83 0,473
HDL-c (mg/dl) 59,12 + 14,08 46,02 + 11,31 0,000
LDL-c (mg/dl) 112,38 £ 37,39 115,81 £ 35,18 0,505
Leptina (ng/ml) 16,31 (8,74 28,74) 3,62 (1,19: 9,72) 0,000

Os valores representam média + desvio padréo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil 25; percentil 75) para
as variaveis sem distribuigdo normal.

p* é o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferencas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e
das diferencas entre as medianas das variaveis sem distribuicdo normal, onde 0,000 significa P < 0,001.IMC: indice de massa
corporal; CC: circunferéncia da cintura; RCQ: Raz&o cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Pressao arterial
sistdlica; PAD: Presséo arterial diast6lica; PAM: Pressao arterial média; LDI-c: LDL- colesterol; HDL-c: colesterol HDL.

Na analise seguinte, o grupo de obesos foi subdividido, seguindo a classificacdo
da OMS, em obesos grau | (IMC < 35), grau Il (35 < IMC < 40) e grau Ill (IMC = 40). A
tabela 10 mostra a caracterizacao das variaveis por grau de adiposidade. Observamos
um aumento significativo progressivo da circunferéncia da cintura, diametro abdominal
sagital e leptina. Nas demais variaveis ndo houve diferencas significativas. Nesta tabela

nao incluimos o IMC, pois é ele quem define a classe de obesidade.
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Tabela 10: Analise comparativa das variaveis quantitativas entre obesos por grau de adiposidade

Variaveis OBESO GRAU 1 (n=54) OBESO GRAU 2 (n=32) OBESO GRAU 3 (n=14) p*

Idade (anos) 38,76 + 9,98 36,31+ 9,65 35,86 + 11,95 0,447
CC(cm) 103,08 £ 11,16 113,10 = 7,79 129,78 £ 15,30 0,000
RCQ 0,93 + 0,09 0,095 + 0,08 0,95+ 0,10 0,420
DAS (cm) 22,54 + 2,99 25,45 + 2,48 28,14 + 3,88 0,000
PAS (mmHg) 128,63 + 14,20 126,88 + 16,10 132,29 + 13,08 0,640
PAD (mmHg) 79,63 + 10,72 79,59 * 8,86 81,36 + 8,19 0,829
PAM (mmHg) 95,93 + 11,85 95,22 + 10,57 98,14 + 8,61 0,710
Triglicerideos (mg/dl) 107,00 (73,00; 150,00) 104,50 (75,00; 137,00) 114,00 (95,00; 136,00) 0,571
Colesterol (mg/dl) 188,31 * 36,55 192,03 + 53,86 197,07 + 45,75 0,787
HDL-c (mg/dl) 47,78 + 13,35 45,00 + 10,66 49,50 +14,92 0,474
LDL-c (mg/dl) 116,30 + 34,60 125,40 + 46,70 122,40 + 39,50 0,410
Leptina (ug/ml) 16,51 (6,16; 25,87) 17,16 (8,55; 32,12) 30,11 (21,69; 51,73) 0,007

Os valores representam média + desvio padréo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil 25; percentil 75) para as variaveis
sem distribuicdo normal.

p* é o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferencas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e das
diferengas entre as medianas das varidveis sem distribuicdo normal, onde 0,000 significa P < 0,001

CC: circunferéncia da cintura; RCQ: Razéo cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Pressao arterial sistélica; PAD: Pressao
arterial diastodlica; PAM: Press&o arterial média; LDI-c: LDL- colesterol; HDL-c: colesterol HDL.

V.2. Anélise Genética

Para os polimorfismos localizados nos genes FTO, MC4R, UCP1 e LEPR as
distribuicbes genotipicas se ajustaram ao modelo de equilibrio genético de Hardy-
Weinberg.

Devido a uma baixa frequéncia do alelo G no polimorfismo rs1801282 do gene
PPARG, do alelo C do polimorfismo rs4994 do gene ADRB3 e do alelo A do
polimorfismo rs2229616 do gene MC4R, e a auséncia dos homozigotos para esses
alelos, ndo foi possivel testar o equilibrio de Hardy-Weinberg, por falta de graus de
liberdade.

Abaixo sdo mostrados os resultados observados para cada um dos genes.
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V.2.1. Gene FTO
V.2.1.1. Andlise de frequéncias e distribuicdo genotipica

Os resultados seguintes mostram que ndo h& diferencas estatisticamente
significantes nas frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos eutroficos e obesos
para nenhum dos polimorfismos analisados no gene FTO (rs9939609, rs1121980 e
rs17817949) (Tabela 11).

Tabela 11: Distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos no gene FTO

I

Polimorfismo Genoétipo Obesos Eutréficos Total p
AA 21(0,21) 18(0,19) 39
AT 51(0,52) 42 (0,44) 93
0,260
T 26 (0,27) 36 (0,38) 62
Total 98 96 194
rs9939609 P (H-W) 0,666 0,362
Alelos p"
A 93(0,47) 78 (0,41) 171
T 103 (0,53) 114 (0,59) 217 0,179
Total 196 192 388
Gendtipo p'
AA 24(0,24) 18 (0,19) 42
AG 47 (0,48) 48 (0,50) 95 0605
GG 27 (0,28) 30(0,31) 57 ’
Total 98 96 194
rs1121980 P (H-W) 0,692 0,877
Alelos P”
A 95 (0,48) 84 (0,44) 179
G 101 (0,52) 108 (0,56) 209 0,351
Total 196 192 388
Genoétipo p'
GG 20 (0,20) 16 (0,17) 36
GT 44 (0,45) 45 (0,47) 89 0799
TT 34 (0,35) 35(0,36) 69 !
Total 98 96 194
rs17817449 P (H-W) 0,409 0,811
Alelos p"
G 84 (0,43) 77 (0,40) 161
T 112 (0,57) 115 (0,60) 227 0,582
Total 196 192 388

O valor de p é referente ao 2 realizado para testar o equilibrio de Hardy e Weinberg; p’ é o valor da significancia na
comparacgéao da distribuicdo genotipica entre eutréficos e obesos; p” é o valor da significancia na comparacgao alélica

entre obesos e eutroficos.
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V.2.1.2. Efeito dos polimorfismos rs9939609, rs1121980 e rs17817449 sobre os

indices antropomeétricos, niveis pressoricos e marcadores bioguimicos

A analise de classificacdo dupla (ANOVA) sobre as variaveis quantitativas para
estudar os possiveis efeitos do grupo e dos polimorfismos rs9939609, rs1121980 e
rs17817449, ndo mostrou nenhum efeito significante em nenhum dos trés polimorfismos
analisados.

A partir desse resultado, para determinar se o efeito dos polimorfismos sobre
tais variaveis poderia ser diferente entre os grupos, foi feita uma estratificacdo dos
mesmos (obesos e eutroficos) e realizada uma ANOVA de classificagdo simples.
Nestas analises, verificou-se a existéncia de efeitos significantes desses polimorfismos
para o grupo de obesos (Tabelas 12, 13 e 14).

O polimorfismo rs9939609, nos obesos, mostrou uma associacdo do
homozigoto TT com os valores altos dos triglicerideos (Tabela 12). Em ambos os
grupos observa-se um decréscimo dos triglicerideos nos heterozigotos e um aumento
em ambos os homozigotos, sendo que entre os obesos, 0 aumento quantitativo dos

triglicerideos foi significativamente maior nos homozigotos TT (Gréfico 1).
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Tabela 12: Diferenca entre as variaveis em relacdo ao polimorfismo rs9939609 do gene FTO em eutroficos e obesos

Variaveis EUTROFICO o+ OBESO o+
AA (n=18) AT (n=42) TT (n=36) AA (n=21) AT (n=51) TT (n=26)
IMC (kg/m?2) 23,17 + 1,62 22,17 +1,87 22,56 + 1,88 0,154 37,63+6,18 34,87 + 3,86 34,67 +3,16 0,153
CC (cm) 79,19 + 6,10 77,79+ 7,70 80,14 + 7,40 0,366 115,26 + 19,09 107,82 + 9,84 111,29 + 15,88 0,119
RCQ (cm) 0,84 +0,08 0,82+ 0,08 0,86 +0,13 0,199 0,93+0,10 0,94 +0,08 0,95+ 0,09 0,859
DAS (cm) 17,28 + 2,68 16,39 £ 2,92 16,82 + 3,47 0,582 24,43 + 3,86 23,68 + 3,07 25,15 + 4,36 0,239
PAS (mmHg) 115,78 + 11,05 117,74 + 11,07 117,92+11,86 0,788 130,24 + 15,57 127,86 + 13,92 127,65 * 15,35 0,794
PAD (mmHg) 71,74+725 71,79+ 742 71,92 +843 0,978 81,71 + 10,72 79,72 +885 78,88 + 10,69 0,602
PAM (mmHg) 86,17 + 8,00 87,05+ 7,55 87,06 + 8,95 0,918 98,33 + 12,07 95,48 + 10,24 95,00 + 11,63 0,534
Triglicerideos (mg/dl) 77,;);)5(’%,)75; 71,(5(1 ,(55)75; 74,%% ,(2653),25; 0,635 107i%% ga(())),oo; 96,;):(39(,(2((5),)50; 135'?83%%’75; 0,012
Colesterol Total (mg/dl) 182,00 + 38,03 185,17 + 38,70 17850+30,93 0,716 176,90 + 33,45 188,88 + 46,68 205,77 + 44,56 0,076
HDL-c (mg/dl) 60,78 + 15,34 58,17 + 13,64 57,17 + 12,55 0,654 46,76 + 14,65 48,06 + 12,71 46,12 + 11,89 0,809
LDL-c (mg/dl) 103,78 + 29,52 111,88 + 33,73 105,14 +2958 0,535 106,38 + 29,24 119,40 + 41,66 133,35 + 40,25 0,065
Leptina (ug/ml) 7,45 (0,69; 13,24) 5,50 (1,27;6,56) 6,29 (1,77;10,15) 0,553 26,73 (7,71;42,49) 21,52 (9,33;30,33) 20,78 (10,62;26,03) 0,724

p* é o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferencas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e das diferengas entre as medianas das variaveis sem distribuicdo normal,

onde 0,000 significa P < 0,001.

IMC: indice de massa corporal; RCQ: Raz&o cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Pressao arterial sistlica; PAD: Press&o arterial diastélica; PAM: Pressao arterial média; LDL-c: colesterol.

LDL; HDL-c: colesterol HDL.

Os valores representam a médiat desvio padrdo para os polimorfismos em relagéo as variaveis paramétricas e mediana (percentil 25; percentil 75) para variaveis ndo paramétricas.
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Grafico 1: Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs9939609 (FTO) nos grupos
eutréficos e obesos para triglicerideos.

Para o polimorfismo rs1121980 (Tabela 13), observa-se uma associacao
significativa com as variaveis colesterol total e colesterol LDL entre os obesos. Os
graficos 2 e 3 mostram, respectivamente, os valores mais altos de colesterol total
e colesterol LDL, nos homozigotos GG no grupo de obesos.

Resultado semelhante foi observado para o polimorfismo 17817449
(Tabela 14), em relacdo a variavel colesterol total e LDL no mesmo grupo (obesos)
(Graficos 4 e 5).
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Tabela 13: Diferenca entre as variaveis em relagcdo ao polimorfismo rs1121980 do gene FTO em eutrdficos e obesos

Varidveis EUTROFICO - OBESO -
AA (n=18) AG (n=48) GG (n=30) AA (24) AG (47) GG (27)
IMC (kg/m?) 22,64 + 1,62 22,62+ 1,76 22,23+213 0,627 37,38 + 530 35,68 + 5,99 34,49 + 4,64 0,176
CC (cm) 78,33+ 6,21 79,79 + 7,62 77,91 + 7,49 0,510 113,90 + 15,82 109,60 + 13,80 109,02+1309 0,395
RCQ (cm) 0,82+0,07 0,84+ 0,09 0,85+ 0,13 0,440 0,93 + 0,09 0,94 + 0,08 0,96 + 0,08 0,512
DAS (cm) 16,75 + 2,85 16,81 + 3,17 16,56 + 3,17 0,943 24,61 +371 24,03 + 358 24,33 +374 0,814
PAS (mmHg) 117,44+ 10,25 116,75+11,10  11853+1238 0,797 130,46 + 14,89 12587 + 14,32 13063+ 1423 0,282
PAD (mmHg) 72,79 + 747 71,71+ 7,68 71,20 + 8,07 0,765 81,33 + 10,93 78,53 +9,11 81,18 + 9,51 0,383
PAM (mmHg) 87,67 + 7,81 86,67 + 7,83 86,77 + 8,92 0,903 98,04 + 11,88 94,04 + 10,58 97,52 + 10,47 0,241
Triglicerideos (mg/dl) 71,50 (58,50; 87,00) 745 (60,25; 91,75) 73,00 (58,5;91,25) 0,905 103,00 (78,00; 165,75) 95,00 (59,00; 103,00) 124,00 (97,00; 182,00) 0,058
(Cn?é?jlt)em' Total 178,61 +37,35 180,75 + 37,93 18627+3088 0,726 182,13 + 38,96 184,34 + 48,07 200,81 + 36,24 0,029
HDL-c (mg/dl) 62,50 + 16,73 55,60 + 12,52 60,03+12,35 0,125 46,43 + 13,31 48,00 + 13,50 46,85 + 11,42 0,889
LDL-c (mg/dl) 100,00 + 26,19 10906 +3484  11057+2831 0,495 112,04 + 32,92 113,57 + 42,69 13785+3514 0,020
Leptina (ug/ml) 8,83(1,21;1367) 489 (1,14;6,96) 6,60 (1,51;10,74) 0174 2526 (6,25, 4383) 22,70 (10,43;30,24) 20,46 (11,21;2587) 0,929

p* é o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferengas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e das diferengas entre as medianas das variaveis sem distribuicdo normal,

onde 0,000 significa P < 0,001.

IMC: indice de massa corporal; RCQ: Raz&o cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Press&o arterial sistélica; PAD: Pressao arterial diastdlica; PAM: Press&o arterial média; LDL-c: colesterol.

LDL; HDL-c: colesterol HDL.

Os valores representam a médiat desvio padrédo para os polimorfismos em relacéo as variaveis paramétricas e mediana (percentil 25; percentil 75) para variaveis ndo paramétricas.
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Gréfico 2: Distribuicao genotipica do polimorfismo rs1121980 (FTO)
nos grupos eutroficos e obesos para colesterol total.
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Grafico 3: Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs1121980 (FTO)
nos grupos eutréficos e obesos para colesterol LDL.

46



Tabela 14: Diferenca entre as variaveis em relacdo ao polimorfismo rs17817449 do gene FTO em eutréficos e obesos

Variayeis EUTROFICO o+ OBESO o+
GG (n=16) GT (n=45) TT (n=35) GG (n=20) GT (n=44) TT (n=34)
IMC (kg/m?) 22,46 + 1,68 22,77 +1,73 22184205 0,370 37,14+ 523 35,22 + 4,82 35,68 + 6,50 0,438
CC (cm) 76,88 + 6,26 80,41 + 7,25 7797764 0157 113,68+ 16,77 108,81 + 12,40 110,66 + 14,64 0,460
RCQ (cm) 0,80 + 0,06 0,85+ 0,09 0,85+ 0,13 0,246 0,93+ 0,09 0,95+ 0,08 0,94 + 0,08 0,736
DAS (cm) 16,25 + 2,32 17,08 + 3,06 16,47 +342 0,552 24,31 +381 23,60 + 3,17 25,07 + 4,00 0,207
PAS (mmHg) 11725+ 11,16 116,91 + 11,26 11820+ 1164 0879  12895+1514 12755 + 1452 128,01 + 14,43 0,898
PAD (mmHg) 72,81 + 7,89 71,80 7,76 71264772 0,802 80,40 + 10,74 79,14 + 9,43 80,74 + 9,58 0,753
PAM (mmHg) 87,50 + 8,40 86,76 + 7,95 86,77+839 0,947 97,05 + 11,86 94,95 + 10,98 96,68 + 10,51 0,703
Triglicerideos (mg/dl) 65,00 (48,00; 78,00) 75,00 (60,50; 93,50) 70,00 (62,00; 87,00) 0,508 103,00 (78,00; 164,00) 99,50 (61,75; 123,00) 124,00 (88,50; 183,75) 0,085
fﬁ?;glt)em' Total 175,60 + 39,63 179,60 + 37,25 188,17+3139 0,419 179,45 + 37,18 18350 + 48 47 206,97 + 38,05 0,027
HDL-c (mg/dl) 61,63 + 16,71 55,38 + 13,26 6049+11,70 0,135 46,40 + 13,25 47,91 + 13,72 47,18 + 11,58 0,906
LDL-c (mg/dl) 98,63 + 27,17 107,76 + 34,66 11214+2840 0364 109,35+ 3249 113,50 + 42,50 134,35 + 36,55 0,028
Leptina (ug/ml) 577(0,90;13,58)  3,05(1,21;7,55)  511(1,64:9,23) 0533 21,29 (722;39,96) 17,16 (8,60;30,52) 17,81 (12,11;27,26) 0,895

p* € o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferengas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e das diferencas entre as medianas das variaveis sem distribuicdo normal,

onde 0,000 significa P < 0,001

IMC: indice de massa corporal; RCQ: Raz&o cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Presséo arterial sistélica; PAD: Press&o arterial diastélica; PAM: Pressao arterial média; LDL-c: colesterol

LDL; HDL-c: colesterol HDL.

Os valores representam a médiat desvio padrdo para os polimorfismos em relagdo as variaveis paramétricas e mediana (percentil 25; percentil 75) para variaveis ndo paramétricas.
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Gréfico 4: Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs17817449 (FTO)
nos grupos eutroficos e obesos para colesterol total.
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Grafico 5: Distribuigado genotipica do polimorfismo rs17817449 (FTO)
nos grupos eutroficos e obesos para HDL colesterol.




V.2.2. Gene MC4R

V.2.2.1. Analise de frequéncias e distribuicdo genotipica

Na tabela 15, em relagdo aos polimorfismos rs17783313 e rs2229616 do
gene MC4R observamos que né&o existe associagéo significativa com a obesidade.
Visto que no polimorfismo rs2229616 o alelo mutante A € raro, ndo foi encontrado

nenhum individuo homozigoto AA.

Tabela 15: Distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos no gene MC4R

Polimorfismo Genétipo Obesos Eutréficos Total p'
GG 96 (0,98) 95 (0,99) 191
AG 2(0,02) 1(0,01) 3 0,573
AA 0(0,00) 0(0,00) 0
Total 98 96 194
rs2229616 P (H-W) p”
Alelos
A 2(0,01) 1(0,01) 3 0,574
G 194 (0,99) 191 (0,99) 385
Total 196 192 388
Gendétipo p'
1T 57 (0,58) 65 (0,68) 122
CcT 35(0,36) 29 (0,30) 64 0,216
cC 6 (0,06) 2(0,02) 8
rs17782313 Total 98 9% 194
P (H-W) 0,840 0,549
Alelos p"
C 47 (0,24) 33(0,17) 192
T 149 (0,76) 159 (0,83) 196 0,098
Total 196 192 388

O valor de p é referente ao 2 realizado para testar o equilibrio de Hardy e Weinberg; p’é o valor da significancia na comparagdo da
distribuicdo genotipica entre eutréficos e obesos; p” é o valor da significancia na comparacgéo alélica entre obesos e controles.
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V.2.2.2. Efeito dos polimorfismos rs2229616 e rs17782313 do gene MCA4R
sobre os indices antropométricos, nhiveis pressoricos e marcadores

bioquimicos

N&o foi observado nenhum resultado significativo em relagdo a analise de
variancia de classificacdo simples e dupla para o polimorfismo rs2229616 sobre o
conjunto de variaveis antropométricas, niveis pressoéricos e marcadores
bioquimicos. Entretanto, devemos mencionar que a frequéncia do alelo A, que é
sugerido como alelo de protecdo, é tdo reduzida que no grupo de eutroficos
encontramos apenas um individuo heterozigoto (AG) e nenhum homozigoto (AA);
ja no grupo dos obesos, encontramos dois heterozigotos e nenhum homozigoto.

Para o polimorfismo rs17782313 (Tabela 16) a analise realizada mostra
gue todas as variaveis quantitativas, exceto o colesterol total e o colesterol LDL,
foram significativamente associadas ao carater obesidade; em contrapartida, o
efeito do polimorfismo foi significativo apenas nessas duas variaveis. Em relagéo a
interacdo do grupo com o polimorfismo nao foi observado nenhum efeito

estatisticamente significativo.
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Tabela 16: Comparacao das variaveis quantitativas entre os genétipos de obesos x eutréficos para o polimorfismo rs17782313 do gene MC4R

o EUTROFICO OBESO
Variaveis p*
TT (n=65) CT (n=29) CC (n=2) TT (n=57) CT (n=35) CC (n=6)
0,000?
IMC (kg/m2) 22,43+1,82 22,52 +1,90 24,75+ 0,07 35,23 + 4,96 36,19 + 6,00 38,48 + 7,67 0.910°
0,000?
CC (cm) 78,20 £ 6,77 80,04 +8,36 86,50 + 0,707 110,01+ 12,44 110,04 + 16,52 117,68 14,58 0.122"
0,0022
RQC 0,84 +0,10 0,84 +0,09 0,88 +0,01 0,95+ 0,08 0,92 + 0,09 0,96 + 0,04 0.393"
0,000?
DAS (cm) 16,68 + 2,99 16,59 + 3,33 19,75+ 1,06 24,25 + 3,34 24,13 + 4,06 25,08 + 4,07 0.312"
0,0062
PAS (mmHg) 117,85+ 1155 117,14+ 10,96 108,50+ 2,12 129,02 + 15,02 127,28 +13,18 127,67 + 18,55 0.618"
0,001
PAD (mmHg) 71,92 +7,74 72,03 £7,66 63,00 +2,83 79,82 £ 9,37 80,14 + 10,35 80,00 + 10,24 0.350"
0,0012
PAM (mmHg) 87,08 + 8,14 87,07 £ 8,09 78,00 + 2,83 95,95 + 10,87 95,83 + 10,80 97,17 + 14,11 0.531"
L . 67,00 (58,50 ; 81,0 (79,00 ; 109,00 (78,50 ; 95,00 (72,00 ; 135,00 (105,00 ; 0,0002
Triglicerideos (mg/dl) 75,00 (59,50 ; 97,00) 79,50) 83,00) 151,00) 147 ,00) 172,00) 0,053
0,993%
Colesterol Total (mg/dl) 179,63+ 32,14 185,48 + 40,75 212,00+ 72,12 194,84 + 43,10 176,71+ 4275 234,83+ 2521 0.046"
0,001
HDL-c (mg/dl) 56,26 + 13,42 62,93 + 12,90 56,50 + 14,85 46,91 + 12,26 47,57 + 13,45 50,17 +15,90 0.183"
0,5822
LDL-c (mg/dl) 106,61 + 24,86 108,37 + 41,59 139,50+ 57,28 123,10 + 38,23 107,34 + 39,14 162,50 + 20,09 0.015"
, 0,000?
Leptina (ug/ml) 3,37 (1,35; 8,80) 5,29 (1,24 ;10,59) 6,21(0,13;12,30) 17,22(9,06;31,00) 18,28 (11,00;30,24) 28,98 (13,24 ; 49,57) 0.139"

P* é o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferencas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e das diferencas entre as medianas das variaveis sem distribuicao

normal.

IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura; RCQ: Razao cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Presséo arterial sistolica; PAD: Presséo arterial diastolica; PAM:
Presséo arterial média; LDI-c: LDL- colesterol; HDL-c: colesterol HDL.
Os valores representam média + desvio padréo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil 25; percentil 75) para as variaveis sem distribuicado normal.
efeito do grupo; Pefeito do polimorfismo; “Interagéo do grupo com o polimorfismo.
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Para determinar se o efeito do polimorfismo sobre tais variaveis era similar
entre os grupos, foi feita uma estratificacdo dos mesmos e efetuamos uma analise
de variancia simples para cada grupo (Tabela 17). Verificamos que esse efeito
sobre o colesterol total e LDL ocorre somente entre os obesos. Deve-se notar que
0s niveis de colesterol total e LDL mantém um aumento progressivo (curva
ascendente) entre os gendtipos TT, CT e CC entre os eutréficos, fato que ndo se
observa entre os obesos onde esses niveis caem no grupo dos heterozigotos
(Gréfico 6 e 7).
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Tabela 17: Diferenca entre as variaveis em relacédo ao polimorfismo rs17782313 do gene MC4R em eutroficos e obesos

Variaveis EUTROFICO o OBESO ot
TT (n=65) CT (n=29) CC (n=2) TT (n=57) CT (n=35) CC (n=6)
IMC (kg/m?) 22,43+1,82 22,52+1,90 24,75+ 0,07 0,217 35,23 +4,96 36,19 £ 6,00 38,47 £ 7,67 0,340
CC (cm) 78,20 £ 6,78 80,04 +84 86,50 £ 0,71 0,179 110,01+12,44 110,04 £ 16,52 117,67 £ 14,58 0,443
RCQ (cm) 0,84+0,10 0,84+0,10 0,88+0,01 0,840 0,95+0,08 0,92+ 0,09 0,97 +£0,04 0,244
DAS (cm) 16,68 + 2,99 16,59 + 3,33 19,75+ 1,06 0,373 24,25+ 334 24,13 + 4,06 25,08 + 4,07 0,840
PAS (mmHg) 117,85+ 11,55 117,14+ 10,96 108,50 £ 2,12 0,511 129,02 £ 15,02 127,26 £ 13,18 127,67 £ 67 0,849
PAD (mmHg) 71,92 £7,74 72,03 £7,66 63,00 + 2,83 0,268 79,825+9,375 80,143+10,353 80,000+10,237 0,989
PAM (mmHg) 87,08 £8,14 87,07 £ 8,09 78,00 + 2,83 0,296 95,947+10,873 95,829+10,796 97,167+14,106 0,963
Triglicerideos (mg/dl) 75,0 (59,5; 97,0) 67,0 (585;79,5 81,0(79,0;83,0 0,207 109(78,5;151,0) 95,0 (71,0; 147,0) 135,0 (105,0;172) 0,201
Colesterol Total (mg/dl) 179,63+ 32,14 185,48 £ 40,75 212,00+72,12 0,374 194,84 £ 43,10 176,71 £ 42,75 234,83+ 25,21 0,006
HDL-c (mg/dl) 56,26 + 13,42 62,93 £ 12,90 56,50 + 14,85 0,084 46,91 + 12,26 47,57 + 13,45 50,17 + 15,89 0,835
LDL-c (mg/dl) 106,62 + 24,85 108,38 £ 41,59 139,50 £ 57,28 0,345 123,11+ 38,23 107,34 £ 39,14 162,50 + 20,09 0,004

Leptina (ug/ml)

3,37 (1,35 ; 8,80)

5,29 (1,24 ;10,59) 6,21 (0,13 ; 12,30)

0,675 17,22 (9,06;31,00) 18,28 (11,00 ; 30,24) 28,98 (13,24 ;49,57) 0,459

p* é o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferengas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e das diferengas entre as medianas das variaveis sem distribuicéo
normal, onde 0,000 significa P < 0,001
IMC: indice de massa corporal; RCQ: Raz&o cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Presséo arterial sistlica; PAD: Press&o arterial diastolica; PAM: Presséo arterial média; LDL-c:
colesterol LDL; HDL-c: colesterol HDL.
Os valores representam a médiat desvio padréo para os polimorfismos em relag&o as varidveis paramétricas e mediana (percentil 25; percentil 75) para variaveis ndo paramétricas.
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Grafico 6: Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs17782313 (MC4R) nos

grupos eutréficos e obesos para colesterol total.
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Gréfico 7:

Distribuicdo Genotipica do polimorfismo rs17782313 (MC4R) nos

grupos eutréficos e obesos para colesterol LDL.
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V.2.3. Gene PPARG

V.2.3.1. Analise de frequéncias e distribuicdo genotipica

A distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas do polimorfismo
rs1801282 € mostrada na tabela 18. O gendtipo mais frequente deste
polimorfismo foi o homozigoto (CC) em ambos os grupos. Nao foi encontrado
nenhum gendtipo homozigoto (GG) para este polimorfismo. As analises
subsequentes mostraram que ndo ha diferencas estatisticamente significantes nas

frequéncias genotipicas e alélicas entre os obesos e seus controles.

Tabela 18: Distribuicdo genotipica e alélica do polimorfismo rs1801282 no gene PPARG

Polimorfismo Genétipo Obesos Eutréficos Total p’
cC 89 (0,92) 83(0,93) 172
CG 8(0,08) 6 (0,07) 14
0,650
GG 0 (0,00) 0 (0,00) 0
Total 97 89 186
rs1801282 P (H-W) ---
Alelo p"
C 186 (0,96) 172 (0,97) 358
G 8(0,04) 6 (0,03) 14 0,703
Total 194 178 372

O valor de p é referente ao 42 realizada para testar o equilibrio de Hardy e Weinberg; p’ é o valor da significancia na comparagao da
distribuicdo genotipica entre eutréficos e obesos; . p” € o valor da significancia na comparagao alélica entre obesos e controles.

V.2.3.2. Efeito do polimorfismo rs1801282 do gene PPARG sobre os indices

antropomeétricos, niveis pressoéricos e marcadores bioquimicos

Ao testar os efeitos do grupo (Eutroficos e Obesos) e dos gendtipos deste
polimorfismo (CC e CG), através de uma ANOVA de classificacdo dupla e simples,

nao observamos nenhum efeito significativo.
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V.2.4. Gene ADRB3

V.2.4.1. Andlise de frequéncias e distribuicdo genotipica

Conforme as distribuicdes genotipicas e alélicas do polimorfismo rs4994
(Tabela 19) observamos que o gendétipo mais frequente é o homozigoto selvagem
(TT) tanto entre os eutroficos quanto entre os obesos. Verifica-se somente um
homozigoto mutado (CC) para os obesos, e nenhum para eutroficos.

Os dados apresentados mostram que nao ha diferencas estatisticamente
significantes nas frequéncias genotipicas e alélicas entre ambos os grupos. Nos
eutréficos néo foi possivel testar o equilibrio de Hardy-Weinberg por falta de graus
de liberdade.

Tabela 19: Distribuicéo genotipica e alélica do polimorfismo rs4994 do gene ADRB3

Polimorfismo Gendtipo Obesos Eutréficos Total p'

TT 74 (0,81) 39 (0,76) 112
cT 15 (0,18) 12 (0,24) 28 0,550
CC 1(0,01) 0 (0,00) 1

Total 90 51 141

rs4994 P (H-W) 0,906 -

Alelo p"
C 17 (0,09) 12 (0,12) 29
T 163 (0,91) 90 (0,88) 253 0,538

Total 180 102 282

O valor de p é referente ao »2 feito para testar o equilibrio de Hardy e Weinberg; p’ € o valor da significancia na comparagéo da
distribuicdo genotipica entre eutroficos e obesos; p” é o valor da significAncia na comparagéo alélica entre obesos e controles.

V.2.4.2. Efeito do polimorfismo rs4994 do gene ADRB3 sobre os indices

antropométricos, niveis pressoricos e marcadores bioquimicos

Devido a baixa frequéncia do homozigoto mutado (CC), as analises foram
baseadas em um modelo recessivo (TT vs CT+CC) (Tabela 20). Nas analises de
dupla classificagdo n&o foi encontrado nenhum resultado significativo. Entretanto,
guando estratificamos as amostras (eutréficos e obesos) e realizamos uma
ANOVA simples, observamos que existe um aumento significativo dos niveis de

leptina nos individuos eutréficos que apresentam o homozigoto TT (Gréfico 8).
56



Tabela 20: Diferenca entre as variaveis em relacédo ao rs4994 do gene ADRB3 em eutréficos e obesos

EUTROFICO (n=51)

OBESO (n=90)

Variaveis TT (n=39) CT +CC (n=12) P TT (n=73) CT +CC (17) P
IMC (kg/m2) 22,00 + 1,87 22,15 + 2,04 0,921 35,66 + 5,48 34,88 + 4,55 0,599
CC (cm) 76,86 + 7,42 79,79 + 8,61 0,254 110,41 + 1324 109,41 + 17,00 0,796
RCQ (cm) 0,81+ 0,08 0,84+0,11 0,203 0,94 + 0,09 0,93 + 0,07 0,476
DAS (cm) 17,12 £ 2,41 17,46 + 3,59 0,704 24,18 + 356 24,19 + 343 0,991
PAS (mmHg) 113,21+9,25 118,17 + 11,18 0,121 129,35 + 14,99 124,94 + 12,28 0,275
PAD (mmHg) 70,46 + 6,55 73,67 £7,19 0,154 80,47 + 10,07 78,75+ 8,07 0,524
PAM (mmHg) 84,69 + 6,83 88,33 +8,11 0,129 96,73 + 11,50 11,50 + 8,50 0,341
Triglicerideos (mg/dl) 75,00 (59,00; 95,00) 75,00 (62,75;114,75) 0,673 106,50 (75,75; 154,00) 106,50 (76,25; 144,00) 0,507
Colesterol (mg/dl) 187,15 + 36,39 177,92 + 31,83 0,433 192,03 + 42,65 193,75 + 54,54 0,890
HDL-c (mg/dl) 62,54 + 14,32 57,08 + 10,76 0,230 47,07 +11,95 48,69 + 16,93 0,651
LDL-c (mg/dl) 108,08 + 30,09 103,75 + 27,08 0,658 121,11 + 36,82 123,50 + 53,62 0,830
Leptina (ug/ml) 7,89 (5,11; 13,05) 4,02 (1,80; 9,25) 0,046 17,81 (8,30; 31,59) 17,34 (8,96; 30,60) 0,634

p* € o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferencas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e das diferencas entre as medianas das
variaveis sem distribuicdo normal, onde 0,000 significa P < 0,001.

IMC: indice de massa corporal; RCQ: Raz&o cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Press&o arterial sistélica; PAD: Presséo arterial diastdlica; PAM:

Presséo arterial média; LDL-c: colesterol LDL; HDL-c: colesterol HDL.
Os valores representam a médiat desvio padrao para os polimorfismos em relacéo as variaveis paramétricas e mediana (percentil 25; percentil 75) para variaveis nao

paramétricas
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Grafico 8: Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs1801282 (ADRB3) nos
grupos eutréficos e obesos para leptina.

V.2.5. Gene UCP1

V.2.5.1. Analise de frequéncias e distribuicdo genotipica

Dois polimorfismos do gene UCP1 (rs12502572 e rs6536991) foram
analisados e os resultados sédo mostrados na tabela 21. O genotipo mais frequente
para o polimorfismo rs6536991 foi o heterozigoto (CT) em ambos os grupos. Por
outro lado, foi observado um aumento na frequéncia de homozigoto TT em
eutréficos (42%) em relacdo aos obesos (38%), porém este aumento nao foi
estatisticamente significativo.

Estes resultados mostram que ndo ha diferencas estatisticamente
significantes nas frequéncias genotipicas e alélicas entre os grupos eutréficos e

obesos para nenhum dos polimorfismos (rs12502572 e rs6536991) analisados no
gene UCP1.
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Tabela 21: Distribuicao genotipica e alélica dos polimorfismos no gene UCP1

Polimorfismo Gendtipo Obesos Eutroficos Total P’
GG 27 (0,28) 31(0,32) 58
AG 46 (0,47) 46 (0,48) 92 0.607
AA 25 (0,26) 19 (0,20) 44 ’
Total 98 96 194
rs12502572 P (H-W) 0,547 0,796
Alelo p"
A 96 (0,49) 84 (0,44) 180
G 100 (0,51) 108 (0,56) 208 0,302
Total 196 192 388
Genoétipo P’
T 36 (0,38) 40 (0,42) 76
cT 38 (0,40) 42 (0,44) 80 0,485
cC 20(0,21) 14 (0,15) 34
rs6536991 Total 94 96 190
P (H-W) 0,157 0,585
Alelo p"
C 78 (0,41) 70(0,36) 148
T 110 (0,59) 122 (0,64) 232 0,315
Total 188 192 380

O valor de p é referente ao 2 feito para testar o equilibrio de Hardy e Weinberg; p’ é o valor da significaAncia na comparagé&o da distribui¢éo
genotipica entre eutréficos e obesos; p” é o valor da significancia na comparacgéo alélica entre obesos e controles.

V.2.5.2. Efeito dos polimorfismos rs12502572 e rs6536991 do gene UCP1

sobre o0s indices _antropométricos, niveis pressoéricos e marcadores

bioquimicos

Quando realizada uma ANOVA de simples e dupla classificacdo, néo
encontramos nenhum resultado significativo para o polimorfismo rs12502572. No
entanto, para o polimorfismo rs6536991, encontramos resultados significantes nas
duas analises realizadas.

A partir da analise de variancia de classificacdo dupla, quando realizada a
comparacdo concomitante das varidveis quantitativas entre os genoétipos de

obesos e eutroficos e o polimorfismo rs6536991 do gene UCP1 (Tabela 22),
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observamos que o efeito do grupo foi significante para todas as variaveis, exceto
colesterol total e colesterol LDL, entretanto, observa-se um efeito significativo
desse polimorfismo sobre a circunferéncia da cintura, razdo cintura-quadril,
diametro abdominal sagital, colesterol total e colesterol LDL. Com excecao da
variavel CC, néo foi observado nenhum efeito significativo da interacdo do grupo

com o polimorfismo.
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Tabela 22: Comparacao das variaveis quantitativas entre os genotipos de obesos e eutroficos para o polimorfismo rs6536991 do gene UCP1

. EUTROFICO OBESO
Variaveis p*
TT (n=40) CT (n=42) CC (n=14) TT (n=36) CT (n=38) CC (n=20)
a
IMC (kg/m?) 22,81 +1,68 21,95+197 23,29 £1,49 37,131+5,022 34,93 +£6,78 35,01 + 3,80 882&
0,000%
CC (cm) 79,76 £ 7,51 76,92 £ 7,40 82,61 £ 4,38 115,08 £ 11,55 108,17 £ 17,82 106,47 £ 8,90 0,017°
0,045°
0,000%
RQC 0,85+0,12 0,82 +0,08 0,84 0,05 0,96 = 0,09 0,92+ 0,08 0,94 = 0,09 0,035
0,000%
DAS (cm) 17,11 + 3,25 15,87 + 2,92 18,143+2,413 25,00 £ 3,45 23,78+ 424 23,72 £ 2,87 0.041"
0,000?
PAS (mmHg) 117,35+ 10,73 116,74+ 12,03 119,786+10,963 126,94 £ 13,73 129,74 £ 13,56 129,30+ 17,71 0.708°
0,000%
PAD (mmHg) 70,87 + 8,35 71,98 + 7,50 73,714+6,378 79,72 £ 9,57 79,84 £ 10,52 80,85 + 8,82 0796
0,000%
PAM (mmHg) 86,30 £ 8,22 86,71 £ 8,26 89,071+7,478 95,36 £+ 10,93 96,26 + 10,88 97,25+ 11,61 0.670°
Triglicerideos 75,50 (66,00; 64,50 (45,00; 72,50 (64.75: 125,5) 105,50 (75,50; 100,50 (75,25; 119,50 (81,25; 0,000*
(mg/dl) 88,50) 99,25) ’ e ’ 155,75) 139,25) 196,00) 0,828°
0,9332
Colesterol (mg/dl) 183,75 £ 29,67 172,48 +£ 33,38 206,071+46,653 188,17 + 40,46 188,23 £ 37,97 205,65 + 58,37 0010
0,000%
HDL-c (mg/dl) 59,47 £ 12,16 57,09 £ 13,93 58,429+16,322 45,81 + 13,94 50,74 £ 12,80 44,75 * 10,67 0.341°
0,375
LDL-c (mg/dl) 108,15+ 27,05 100,12 + 28,28 130,07 £ 41,71 119,83 + 35,56 114,87 £ 35,77 132,75+ 51,83 0.005"
. 0,000%
Leptina (ug/ml) 5,35 (1,40; 11,65) 3,10 (1,41; 7,97) 3,0 (0,71; 15,47) 21,34 (12,09; 34,16) 18,01 (6,37; 30,02) 15,86 (4,30; 25,11) 0120

p* € o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferencas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e das diferencas entre as medianas das variaveis sem

distribuicdo normal, onde 0,000 significa P < 0,001

IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura; RCQ: Raz&o cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Pressao arterial sistélica; PAD: Pressao arterial diastdlica;

PAM: Presséo arterial média; LDI-c: LDL- colesterol; HDL-c: colesterol HDL.

Os valores representam média + desvio padrao para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil 25; percentil 75) para as variaveis sem distribuigdo normal.
efeito do grupo; Pefeito do polimorfismo; “Interagéo do grupo com o polimorfismo.
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Para verificar se o efeito do polimorfismo sobre as mesmas variaveis eram
similares entre os grupos, foi realizada uma ANOVA de classificacdo simples
(Tabela 23) estratificando os grupos em eutréficos e obesos.

Observamos que o efeito dos polimorfismos em relagdo as variaveis se
manifestava em ambos 0s grupos. Entre os eutréficos, associagdes significativas
foram encontradas para circunferéncia de cintura, DAS, colesterol total e LDL para
0 genotopo CC (gréficos 9, 10, 11 e 12), e entre os obesos, somente a
circunferéncia da cintura foi significante para o genotipo TT (grafico 9).

Quando realizada a estratificacdo o efeito verificado do polimorfismo
sobre a RCQ desaparece. Nota-se que nesta andlise as médias de RCQ, tanto
nos eutréficos como nos obesos, sdo homogéneas entre os genotipos e, portanto
s6 existe uma diferenca significativa entre os grupos (Tabela 8) e/ou um efeito de
interacdo (Tabela 22).
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Tabela 23: Diferenca entre as variaveis em relagéo ao polimorfismo rs6536991do gene UCP1 em eutréficos e obesos.

Variaveis EUTROFICO o OBESO o
TT (n=40) CT (n=42) CcC (n=14) TT (n=36) CT (n=38) CC (n=20)

IMC (kg/m2) 22,81 + 1,68 21,05 + 1,97 23,29 + 1,49 0,197 37,13 5,02 34,93+ 6,78 35,01 + 380 0,193
CC (cm) 79,76 + 7,51 76,92 + 7,40 82,61 + 4,39 0,025 11508 + 11,58 108,17 + 17,83 106,48 + 8,90 0,043
RCQ (cm) 0,85+ 0,12 0,82+ 0,08 0,84+ 0,05 0,410 0,96 0,09 0,93+ 0,08 0,04 £0,09 0,215
DAS (cm) 17,11+ 325 15,87 + 2,92 18,14+ 241 0,031 25,00 + 3,45 23,79 + 4,24 23,73+ 2,87 0,292
PAS (mmHg) 11735+1073  11674+1203 119,79+ 10,96 0,685 126,94 + 1373 129,74 + 1356 12930+ 17,71 0,692
PAD (mmHg) 70,88 + 8,35 71,08 + 7,50 73,71+ 6,38 0,486 79,72+ 9,57 79,84 + 10,52 80,85 + 8,82 0,910
PAM (mmHg) 86,30 + 8,23 86,71 + 8,26 89,07 + 7,48 0,541 95,36 + 10,93 96,26 + 10,88 97,25 + 11,61 0,825
Triglicerideos (mfd) 755 gs(gs),oo; 64,50 ,(2455),00; 72,1535(24(1),)75; 0,247 1oi,§g 7(2)55 10050 ’(2755),25; 11950 ,((%)’25; 0,247
Colesterol (mg/dl) ~ 18375+2967  172,48+3338 206,07 + 46,65 0,007 188,17 + 40,46 188,29 + 37,97 205,65 + 58,37 0,294
HDL-c (mg/dI) 59,48+1217  57,10+1393 5843 16,32 0,731 45,81 + 13,94 50,74 + 12,80 44,75 + 10,67 0,145
LDL-c (mg/dl) 108,15+27,05 100,12+2828 130,07 + 41,71 0,007 119,83 + 3556 11487 + 3577 132,75+ 51,83 0,265
Leptina (ug/ml) 5%51%5")‘0; 310 (141:7,97) 3,0 (0,71; 15.47) 0,478 21’%‘;’(1162)'09; 18,01 (6,37;30,02) 15,86 (430;25,11) 0,478

p* é o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferengas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e das diferengas entre as medianas das variaveis sem distribuicdo
normal, onde 0,000 significa P < 0,001.
IMC: Indice de massa corporal; RCQ: Razao cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Presséao arterial sistolica; PAD: Presséo arterial diastélica; PAM: Pressao arterial média; LDL-c:

colesterol

LDL; HDL-c: colesterol HDL. Os valores representam a média+ desvio padréo para os polimorfismos em relagao as varidveis paramétricas e mediana (percentil 25; percentil 75) para variaveis ndo

paramétricas.
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Grafico 9: Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs6536991 (UCP1) nos
grupos eutréficos e obesos para circunferéncia da cintura.
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grupo eutréfico para diametro abdominal sagital.
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Grafico 11: Distribuicao genotipica do polimorfismo rs6536991 (UCP1) no
grupo eutrofico para colesterol total.
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V.2.6. Gene LEPR

V.2.6.1. Analise de frequéncias e distribuicdo genotipica

Na tabela 24 sdo mostradas as frequéncias genotipicas e alélicas para os
trés polimorfismos analisados no gene LEPR.

Podemos observar que para o polimorfismo rs1805094 o gendétipo mais
frequente é o homozigoto selvagem (GG) tanto entre os eutréficos como entre os
obesos; da mesma forma no polimorfismo rs1137100, o alelo selvagem em
homozigose (AA) é o mais frequente em ambos 0s grupos. Ja para o polimorfismo
rs1137101 o gendtipo mais frequente entre os obesos foi o heterozigoto (AG),
enquanto que entre os eutréficos o homozigoto AA e o heterozigoto AG se
apresentam com frequéncias iguais (41%). Ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significantes nas frequéncias genotipicas e alélicas entre

eutréficos e obesos para os trés polimorfismos analisados.
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Tabela 24: Distribuicdo genotipica e alélica dos polimorfismos no gene LEPR

Polimorfismo Genoétipo Obesos Eutroficos Total p'
GG 58 (0,60) 47 (0,51) 105
CG 36 (0,37) 40 (0,43) 76 0,368
cC 3(0,03) 6 (0,06) 9
Total 97 93 190
rs1805094 P (H-W) 0,355 0,513
Alelo p"
C 42 (0,22) 52 (0,28) 94
G 152 (0,78) 134 (0,72) 286 0,154
Total 194 186 380
Genoétipo P’
AA 67 (0,68) 65 (0,68) 132
AG 27 (0,28) 28(0,29) 55 0,918
GG 4 (0,04) 3(0,03) 7
rs1137100 Total 98 96 194
P (H-W) 0,547 0,994
Alelo p"
A 161 (0,82) 158 (0,82) 319
G 35(0,18) 34 (0,18) 69 0,154
Total 196 192 388
Gendtipo P’
AA 26 (0,27) 39 (0,41) 65
AG 52 (0,53) 39 (0,41) 91
0,090
GG 20 (0,20) 16 (0,17) 36
rs1137101 Total 98 94 192
P (H-W) 0,518 0,255
Alelo p"
A 104 (0,53) 117 (0,62) 221
G 92 (0,47) 71(0,38) 163 0,069
Total 196 188 384

O valor de p é referente ao 42 feito para testar o equilibrio de Hardy e Weinberg; p’ é o valor da significancia na comparacgéo da
distribuicdo genotipica entre eutréficos e obesos; p” é o valor da significAncia na comparacéo alélica entre obesos e controles.
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V.2.6.2. Efeito dos polimorfismos rs1805094, rs1137100 e rs1137101 do gene

LEPR sobre os indices antropométricos, niveis pressoricos e marcadores

bioquimicos

Quando realizada analise de variancia de classificacdo simples e dupla
para os polimorfismos rs1805094 e rs1137100, nao foi observado nenhum
resultado estatisticamente significante.

A andlise simultinea dos efeitos dos grupos e do polimorfismo
rs11371701 do gene LEPR sobre o grupo de variaveis quantitativas (tabela 25)
mostrou que o efeito do grupo foi significante para todas as varidveis, exceto
colesterol total e colesterol LDL. Entretanto, para as varidveis RCQ, DAS, PAS,
PAM e colesterol LDL, notamos um efeito estatisticamente significante do
polimorfismo. Além disso, a interacdo do grupo com o polimorfismo mostrou

efeitos significantes sobre as variaveis PAS, PAD e PAM.
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Tabela 25: Comparacao das variaveis quantitativas entre os genotipos de obesos e eutroficos para o polimorfismo rs1137101 do gene

LEPR
Varidveis EUTROFICO OBESO P
AA (n=39) AG (n=39) GG (16) AA (n=26) AG (n=52) GG (n=20)
a
IMC (kg/m?) 22,34 +1,99 22,65 + 1,86 22,46 + 1,61 34,47 + 344 36,20 + 5,79 36,13 + 6,88 o
' a
cC (cm) 78,39 +7,19 79,03 + 7,09 77,75 + 8,65 107,75+ 14,15 112,29+ 1303 109,38 + 16,69 0000
' a
RQC 0,82+ 0,09 0,86+ 0,12 0,83+ 0,09 0,92 + 0,09 0,96+ 0,08 0,92+ 0,08 o oes
! a
DAS (cm) 15,97 43,15 16,97 + 2,62 17,34 354 23,04 £ 3,04 24,77 £ 3,64 24,50 £ 4,00 oo
0.000%
PAS (mmHg) 11741+1320 11751+ 1053 11681+ 7,74 12135+ 14,13 132,48+ 12,16 126,50 + 17,18 0,009”
0,043°
0,000%
PAD (mmHg) 72,50 + 8,34 70,33+ 7,43 73,44 + 6,74 77,73+ 8,60 82,54 + 851 76,10 +12,10 0.227"
0.011°
0,000°
PAM (mmHg) 87,33 + 9,44 85,97 + 7,42 87,87 + 6,35 92,00 + 9,97 99,19 + 9,55 92,80 + 13,19 0,045"
0.015°
o 77,00 (60,00; 65,00 (53,00; 73,50 (67,00; 93,50 (59,00; 110,50 (88,25; 99,50 (68,25; 0,000*
Triglicerideos (mg/dl) b
91,00) 83,00) 96,50) 132,50) 153,00) 136,00) 0,386
a
Colesterol (mg/dl) 177.87+2987  180,18+4126  19863+3272 17835+ 3448 196,89 + 4535 191,25 + 50,42 8’32?0
' a
HDL-c (mg/dl) 59,77 + 14,46 55,31 + 13,23 62,50 + 11,20 49,08 + 16,50 46,64 + 11,64 46,95 + 10,44 oo
a
LDL-c (mg/dI) 10195+ 2546  109,69+3888  11887+2230 109653213 12425+ 4121 121,85+ 43,96 P
N ' a
Leptina (ug/ml) 313(1.33;9,23)  3,93(1,53:844) 6,59 (2,50; 12,92) 17’?3 (2121)'70' 17,22 (6,55;31,72) 20,58 (7,54; 30,09) g'gggn

p* é o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferencas entre as médias das varidveis com a distribuicdo normal e das diferengas entre as medianas das variaveis sem
distribuicdo normal, onde 0,000 significa P < 0,001

IMC: indice de massa corporal; CC: circunferéncia da cintura; RCQ: Razao cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Pressao arterial sistélica; PAD: Pressao arterial diastdlica;
PAM: Presséo arterial média; LDI-c: LDL- colesterol; HDL-c: colesterol HDL.

Os valores represebntam média + desvio padréo para variaveis com distribuicdo normal ou mediana (percentil 25; percentil 75) para as variaveis sem distribuicdo normal.
“efeito do grupo; “efeito do polimorfismo; “Interagdo do grupo com o polimorfismo.
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Foi realizado um teste de variancia de classificacdo simples, estratificando
0s grupos, a fim de verificar se o efeito do polimorfismo sobre as variaveis era
semelhante entre os grupos. Os resultados podem ser visualizados na tabela 26,
onde verificamos esse efeito significativo nos niveis presséricos (PAD, PAS e
PAM) somente no grupo obeso. O heterozigoto (AG) parece estar influenciando no

aumento dos niveis pressoricos (Graficos 13, 14 e 15).
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Tabela 26: Diferenca entre as variaveis em relacéo ao polimorfismo 1137101 do gene LEPR em eutréficos e obesos.

o EUTROFICO OBESO
Variaveis p* p*
AA (n=39) AG (n=39) GG (n=16) AA (n=26) AG (n=52) GG (n=20)
IMC (kg/m2) 22,34 +1,99 22,65+ 1,86 22,46 + 1,61 0,761 34,47 + 3,44 36,29 £+ 5,79 36,13 + 6,88 0,375
CC (cm) 78,39 +7,19 79,93 + 7,09 77,75 £ 8,65 0,521 107,75+ 14,15 112,29+ 13,03 109,38 + 16,69 0,381
RCQ (cm) 0,82+ 0,09 0,86+ 0,12 0,83+ 0,09 0,276 0,92 0,09 0,96 + 0,08 0,92 +0,08 0,127
DAS (cm) 15,97 + 3,15 16,97 + 2,62 17,34 +354 0,200 23,04 £3,04 24,77 £ 3,64 24,50 + 4,09 0,132
PAS (mmHg) 117,41+ 13,20 117,51+ 1053 116,81+ 7,74 0,928 121,35+ 14,13 132,48+12,16 126,50+ 17,12 0,004
PAD (mmHg) 72,59 + 8,34 70,33+ 7,43 73,44 £ 6,74 0,287 77,73 £ 8,60 82,54 + 8,51 76,10 + 12,10 0,015
PAM (mmHg) 87,33 £ 9,44 85,97 + 7,42 87,88 £ 6,35 0,660 92,00 + 9,97 99,19 + 9,55 92,80 + 13,19 0,007

Triglicerideos (mg/dl) 77,00 (60,00; 91,00) 65,00 (53,00; 83,00) 73,50 (67,00; 96,50) 0,218 93,50 (59,00; 132,50) 110,50 (88,25; 153,00) 99,50 (68,25; 136,00) 0,182

Colesterol (mg/dl) 177,87 + 29,87 180,18 + 41,26 198,63 + 32,72 0,133 178,35+ 34,48 196,88 + 45,35 191,25 + 50,42 0,218
HDL-c (mg/dl) 59,77 + 14,46 55,31 + 13,23 62,50 + 11,20 0,145 49,08 + 16,49 46,63 + 11,64 46,95 + 10,44 0,725
LDL-c (mg/dl) 101,95 + 25 46 109,69 + 38,88 118,88 + 22,30 0,181 109,65 + 32,13 12425+ 41,21 121,89 + 43,96 0,304
Leptina (ug/ml) 3,13 (1.33;9,23) 3,93 (1,53; 8,44) 6,59 (2,50;12,92) 0,412 17,60 (11,70;31,22) 17,22 (6,55;31,72) 20,58 (7,54;30,09) 0,920

p* é o valor probabilistico usado para medir a significancia das diferencas entre as médias das variaveis com a distribuicdo normal e das diferencas entre as medianas das variaveis sem distribuicdo normal, onde
0,000 significa P < 0,001.

IMC: indice de massa corporal; RCQ: Raz&o cintura/quadril; DAS: Diametro sagital abdominal; PAS: Presséo arterial sistélica; PAD: Pressao arterial diastélica; PAM: Press&o arterial média; LDL-c: colesterol

LDL; HDL-c: colesterol HDL.

Os valores representam a médiat desvio padréo para os polimorfismos em relagéo as variaveis paramétricas e mediana (percentil 25; percentil 75) para variaveis ndo paramétricas.
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Gréfico 13: Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs1127301 (LEPR) no
grupo de obesos para pressao arterial sistélica.
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Gréfico 14: Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs1127301 (LEPR) nos
grupos de obesos para pressao arterial diastélica.
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Gréfico 15: Distribuicdo genotipica do polimorfismo rs1127301 (LEPR) no
grupo de obesos para pressao arterial média.



V. 3. Andlise multivariada

Uma abordagem diferente no estudo da obesidade foi verificar os graus de
relacionamento e interagdo entre as diversas varidveis antropométricas,
pressoricas e bioquimicas de alguma forma relacionadas com o desenvolvimento
da obesidade. Isto foi feito através de analises de regressdo multivariada,

seguindo o padrao abaixo:

V. 3.1. Andlise do indice de Massa Corporal (IMC)

O melhor modelo, que apresenta o conjunto de variaveis independentes
com efeitos significativos sobre a variabilidade do IMC, é mostrado na tabela 27. O
Coeficiente de Determinacdo deste modelo (R? ajustado) mostra que essas

variaveis independentes respondem por 90% da variacdo do IMC.

Tabela 27: Modelo final de regressao multipla para IMC com todas as variaveis

R R2 R2 ajustado Erro Padréo
0,949 0,901 0,899 2,477
Fonte SQ o] QN F P
Regressao 10842,732 5,000 2168,546 353,395 0,000
Residuo 1190,448 194,000 6,136
Total 12033,180 199,000

Preditores: Intercepto, Circunferéncia da cintura (CC), razdo cintura/quadril (RCQ), diametro abdominal sagital (DAS), leptina.

Nesse modelo observamos que a CC, DAS e Leptina estdo relacionadas
positivamente com o IMC, enquanto que a RCQ e a Idade apresentam uma
associagcdo negativa (Tabela 28). Pode-se observar que as influéncias dessas
variaveis sobre o IMC seguem decrescentemente a seguinte ordem: CC, DAS,
RCQ, Leptina e Idade.
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Tabela 28: Coeficiente de regressao do modelo final para IMC com todas as variaveis

Coeficiente de regressao Coeficientes

Variaveis padronizados
independentes t P
b Erro Padréo Beta
Intercepto 3,758 1,525 2,464 0,015
CC (cm) 0,340 0,021 0,843 16,559 0,000
RCQ -13,851 2,543 -0,186 -5,447 0,000
DAS (cm) 0,297 0,068 0,192 4,374 0,000
Leptina (ng/dL) 0,051 0,015 0,102 3,462 0,001
Idade (anos) -0,037 0,019 -0,050 -2,004 0,046

Preditores: Constante, Circunferéncia da cintura (CC), razdo cintura/quadril (RCQ), didametro abdominal sagital (DAS), leptina,
idade.

b: coeficiente de regressao parcial; Beta: coeficiente de regressdo parcial padronizado; t: prova do t- Student; p: significancia do
reste.

V. 2.2. Efeito dos polimorfismos genéticos sobre o IMC

A tabela 29 apresenta a ANOVA (p= 0,001) do modelo final de regresséao
gue inclui os polimorfismos que apresentam efeitos significativos em relacdo ao
IMC. Esse modelo responde por um coeficiente de determinacédo de R2 (ajustado)

gue é igual a 10,5%.

Tabela 29: Modelo final de regresséo multipla do IMC em polimorfismos

R R2 R2 ajustado Erro Padréo
0,354 0,125 0,105 7,473
Fonte SQ gl ON F P
Regressao 1029,051 3,000 343,017 6,142 0,001
Residuo 7204,190 129,000 55,846
Total 8233,241 132,000

Preditores: (Constante), Idade, rs1137101 (LEPR), rs1801282 (PPARG).

No modelo apresentado a seguir observamos o efeito dos polimorfismos
gue estao relacionados positivamente com o IMC, onde a presenca do alelo G no
polimorfismo rs1137101 aumenta o indice de massa corporal em 3,62 unidades, ja
a presenca do alelo G no polimorfismo rs1801282 aumenta esse indice em 5,18
unidades (Tabela 30).
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Tabela 30: Coeficiente de regressao do modelo final para indice de massa corporal
(IMC) sobre polimorfismos

Coeficiente de regresséao b-padronizado

Variaveis independentes t P

b Erro Padréo Beta
Intercepto 21,622 2,598 8,322 0,000
Idade (anos) 0,172 0,065 0,221 2,658 0,009
rs1137101 (LEPR) 3,619 1,417 0,211 2,555 0,012
rs1801282 (PPARG) 5,176 2,472 0,173 2,094 0,038

Preditores: (Constante), Idade, rs1137101 (LEPR), rs1801282 (PPARG).

Dada a extensdo e o numero de tabelas resultantes das analises, as
mesmas foram resumidas em duas tabelas. Na primeira (tabela 31) sdo mostradas
as relacOes estatisticamente significantes existentes entre as diversas variaveis
antropomeétricas, pressoricas e marcadores bioquimicos (medidas através dos
coeficientes de regressao parciais - b); na segunda (tabela 32), sdo apresentados
os efeitos dos polimorfismos genéticos sobre o conjunto de variaveis quantitativas.
Os resultados do melhor modelo de regressdo mdultipla (método stepwise) séo
apresentados em linhas, onde na primeira sdo mostrados os coeficientes de
regressao e na segunda a significancia dos mesmos (p-value). Na ultima linha
encontram-se os Coeficientes de Determinacdo do modelo de regressdo (R?) para
cada variavel dependente. As tabelas completas, referentes ao resumo aqui
apresentado sdo mostradas nos anexos (C ao M).

Uma visualizagdo geral da tabela 31, considerando os coeficientes de
regressao significativos, mostra um agrupamento de variaveis relacionadas.
Assim, um desses grupos € constituido pelo IMC, CC, RCQ e DAS que séo
caracteristicas antropometricas associadas a obesidade.

Um segundo grupo é formado pelas variaveis presséricas (PAS, PAD e
PAM) e um terceiro formado pelos marcadores bioquimicos (Colesterol Total, LDL
e HDL). A variavel leptina aparece associada ao IMC, RCQ e HDL. Deve-se
mencionar que todas as variaveis usadas como dependentes foram corrigidas pela

idade.
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Tabela 31: Resumo das Analises das relagfes entre as variaveis quantitativas através de regressfées multiplas.

Variavel

VARIAVEIS

DEPENDENTES

) IMC CcC RCQ DAS Leptina PAS PAD PAM  Triglicerideos ColestT  HDL-c LDL-c
independente )
(kg/m?)  (cm) (cm) (cm)  (pg/ml) (mmHg) (mmHg) (mmHg)  (mg/dl)  (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl)
IMC (kg/m?) 1,755 -0,001 0,316 1,576
0,000 0,000 0,000 0,000
cC (cm) 0,340 0,007 0,078
0,000 0,000 0,015
RCQ (cm) -13,851 47,558 5,792  -29,491
0,000 0,000 0,027 0,003
DAS (cm) 47,548 0,388 0,004
0,000 0,015 0,002
. 0,051 -0,002
Leptina
0,001 0,000
PAS (mmHg) -0,402 0,326
0,000 0,000
PAD (mmHg) -1,660 0,687
0,000 0,000
PAM (mmHg) 2,638 1,347
0,000 0,000
Triglicerideos 0,201 -0,194 -0,201
(mg/dl) 0,000 0,000 0,000
4,611 0,947 1,004
lestesterol | ’ ’ ’
Colestesterol (mg/dl) 0,000 0,000 0,000
HDL-¢ (mg/dl) 0,252 -4,764 1,013 -1,017
g 0,000 0,000 0,000 0,000
-4,534 0,989 -0,936
LDL-c (mg/dl)
0,000 0,006 0,000
ldade (anos) -0,037 0,053 0,001 0,033 0,074 0,020 0,011 -0,001 0,048 0,001 0,001 0,005
0,046 0,207 0,009 0,085 0,396 0,449 0,382 0,893 0,624 0,998 0,964 0,820
R2? ajustado (%) 90 91,7 61,2 75,2 47,1 94,4 97,1 98,8 94,3 99,5 96,4 99,4

Legenda: Primeira linha: coeficientes de regresséo (b); Segunda linha: significAncia dos mesmos (p-value); (R2): Coeficientes de Determinacdo do modelo de regressao
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Os resultados das analises de regressdo multipla, apresentados na tabela
32, para estudo dos efeitos dos diversos polimorfismos sobre as caracteristicas
fenotipicas relacionadas com a obesidade, mostram que os polimorfismos dos
genes PPARG (rs1801282), LEPR (rs1137101) e FTO (17817449) apresentam
efeitos significativos sobres tais caracteristicas.

Assim a presenca do alelo G no polimorfismo rs1801282 do gene PPARG
seria responsavel pelo aumento, tanto do IMC como dos niveis de leptina. Da
mesma forma, a presenca do alelo G no polimorfismo rs1137101 do gene LEPR
provoca o incremento nos valores do IMC, CC, DAS, PAS e PAM. Para o
polimorfismo rs17817449 do gene FTO, a associagdo com colesterol total e LDL é

atribuivel a presenca do alelo T.
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Tabela 32: Resumo dos resultados das regress6es multiplas efetuadas para os polimorfismos.

VARIAVEIS DEPENDENTES

Variavel Independente IMC CcC RCQ DAS PAS PAD PAM Triglic  Colest T HDL-c LDL-c Leptina
(kg/m?)  (cm) (cm) (em)  (mmHg) (mmHg) (mmHg) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (ng/ml)
5,176 10,751
rs1801282 (PPARG)
0,038 0,044
3,619 8,653 0,041 2,609 8,560 5,043
rs1137101 (LEPR)
0,012 0,014 0,023 0,002 0,000 0,006
-19,052 -15,602
rs17817449 (FTO)
0,010 0,019

0,172 0,713 0,004 0,157 0,672 0,446 0,539 1,596 1,066 -0,129 0,896 0,131

Idade (anos)
0,009 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,002 0,002 0,318 0,004 0,345

R 2 ajustado (%) 10,5 14,9 19,7 15,8 26,1 20,9 26,2 6,2 10,5 0 8,9 2,6

Legenda: Primeira linha: coeficientes de regresséo (b); Segunda linha: significancia dos mesmos (p-value); (R2): Coeficientes de Determinacéo do modelo de regresséo.
Recodificagdo: rs1801282 (PPARG): GG = 0; CC+CG = 1; rs1137101(LEPR) AA=0; AG+GG = 1; rs17817449 (FTO): TT = 0; GT+GG= 1.

78



VI. DISCUSSAO

A industrializacdo e as suas consequéncias econ6micas modificaram o0s
habitos de vida adotados pelo homem, e o sedentarismo e o consumo de alimentos
com alto teor de gordura e baixo gasto energético, contribuem para um cenario
obesogénico. Apesar de a populacdo viver em ambientes cada vez mais
obesogénicos, parte dessa ndo tem alteracdo no peso corporal. Este fato destaca
gue as diferencas observadas na regulagcdo do peso corporal ndo sao somente
relacionadas a mudanca no estilo de vida, mas também pela predisposicdo genética
a obesidade.

O cenério atual da obesidade mundial tem chamado a atencdo da
comunidade cientifica com a intencdo de entender os mecanismos envolvidos nesta
doenca complexa, que levam a inUmeras comorbidades, afetando a qualidade de
vida destes individuos obesos. Esta condicdo reforca a necessidade de uma maior
compreensao das interacdes dos genes, fatores dietéticos e estilo de vida (Qi & Cho,
2008).

Conforme os resultados obtidos na andlise descritiva, observamos que néo
houve uma diferenca estatisticamente significante nos niveis de colesterol entre
eutréficos e obesos. Isso se deve ao fato que tais niveis ndo estao relacionados
somente com a deposicdo de gordura corporal, e sim com uma combinacdo de
fatores como uma dieta rica em gorduras saturadas, predisposi¢cdo genética, idade,
fumo, diabetes, entre outros. Os individuos que apresentam uma predisposicao
genética podem ser grandes produtores de colesterol ou estes ndo serem
metabolizados favoravelmente devido a falhas em seus receptores, podendo se
depositar na parede interna dos vasos sanguineos, causando doencas
cardiovasculares (Rodriguez & Trindade, 2006; Xavier et al., 2013).

Comparando-se as varidveis entre os sexos, observamos diferencas em
relacao a CC, RCQ e ao DAS. As médias dessas variaveis foram maiores em
homens, visto que a deposicdo de gordura varia de acordo com o sexo. Homens
tendem a acumular mais gordura na regidao abdominal (gordura visceral); nas
mulheres, o acumulo é maior nas regifes quadriz, coxa e nddegas (Lee et al., 2013)
Para as concentracBes séricas de leptina, verificamos um aumento dos niveis em
mulheres. A concentracdo de leptina no sangue esta altamente correlacionada com

a massa total de gordura. Em mulheres pds-puberes, as concentracdes sao de duas
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atrés vezes mais elevadas do que em homens. Um aspecto interessante em relacao
a leptina € que sua producdo difere entre os adipdécitos, sendo maior no tecido
adiposo subcutaneo do que no visceral (Leibel, 2002). As mulheres, por possuirem
mais massa gorda, tém metabolismo basal mais lento, devido a acdo de hormdnios
gue precisam de gordura para atuar de forma correta. A regulacdo hormonal pode
apresentar efeito estimulador nas concentracdes de leptina circulantes. Dentre os
horménios podemos destacar o estrogénio, o qual se apresenta em altos niveis
séricos no sexo feminino. No entanto, o efeito dos hormdnios androgenos
influenciam no metabolismo lipidico, diminuindo os niveis de algumas adipocinas,
incluindo a leptina. Desse modo, pode-se inferir que, devido as altas concentracdes
de estrogénio comparadas as dos hormdnios andrégenos, os niveis de leptina
estejam mais elevados em mulheres do que em homens (Wajchenberg, 2000;
Leibel, 2002; Kolovou et al., 2014).

Devido a quantidade de genes e polimorfismos estudados, optamos por

discutir sobre cada gene separadamente; as discussfes especificas seguem abaixo.

VI.1. Gene FTO

O gene FTO vem sendo amplamente estudado, por ser um candidato a
obesidade poligénica (Hess &Brunning 2014). Apesar de diversos estudos, a funcéo
do produto génico e a via biolégica envolvida no metabolismo ainda ndo foram
completamente elucidadas (Terra et al., 2010; Osborne et al., 2014). Em um estudo
de associacdo genbmica ampla (GWAS) em voluntarios europeus, Frayling e
colaboradores (2007) observaram diferentes SNPs (polimorfismo de um unico
nucleotideo) no primeiro intron do gene, sendo o principal o rs9939609 (A>T). Eles
buscavam uma possivel associacdo entre o gene FTO e o diabetes mellitus tipo Il, e
verificaram que individuos com duas copias do alelo selvagem (A), apresentavam
maior chance de manifestar a doenca, no entanto, apds os ajustes estatisticos, a
Gnica variavel que entrou no modelo de regressao foi o IMC, eliminando a
associacdo do DMT2 com o FTO, e sugerindo que esta relagdo ocorrera devido a
presenca de sobrepeso ou obesidade.

Apobs essa descoberta, muitos trabalhos foram realizados a fim de verificar a
relacdo do gene FTO com o acumulo de gordura corporal e fatores ambientais.
Alguns autores sugerem que 0 genotipo homozigoto (AA) possa ser considerado o

80



genodtipo de risco para obesidade (Frayling et al.,, 2007; Dina et al., 2007;
Woehning et al.; 2013).

Diversos estudos tém demonstrado uma associacdo desse polimorfismo
com a obesidade. Dina e colaboradores (2007) verificaram que adultos e criancas
portadoras do alelo A apresentavam 22% de chance de desenvolver a obesidade.
Além disso, diversos outros estudos associaram o alelo A ao aumento do IMC e da
circunferéncia da cintura em americanos (Hunt et al., 2008), em alemées (Woehning
et al.; 2013), bem como uma associacdo do IMC e aumento do volume de gordura
em criangas com idade superior a 4 (Da Silva et al.,, 2013) e inferior a 10 anos
(Lourenco et al., 2014).

Em um estudo com ingleses, criancas portadoras do gendtipo homozigoto
AA apresentaram uma resposta reduzida a saciedade (Wardle et al., 2008). Em
contrapartida, Cecil e colaboradores (2008) ndo observaram esta relacdo, contudo,
verificaram que os homozigotos AA tinham preferéncias por alimentos com alto teor
de gordura, indicando que esses individuos apresentam uma ac¢ao hiperfagica.

Apesar dos inumeros trabalhos realizados com o SNP rs9939609, alguns
autores ndo observaram associacdes significativas (Ohashi et al., 2007; Li et al.,
2008).

No presente trabalho, encontramos para o rs9939609 uma prevaléncia do
alelo de risco (A) de 47%. Na populacdo mundial, esta prevaléncia é de 36%, sendo
a maior frequéncia encontrada em africanos (54%), seguida pela europeia (42%) e
asiaticos (16%) (Ensembl). Em outros estudos com populacdes brasileiras, essa
prevaléncia foi em torno de 40% (Da Silva et al., 2013; Lorenco et al., 2014), o que
pode ser explicado pelas contribuic6es europeias e africanas em nossa populagéo.
N&o foram encontrados efeitos significativos do polimorfismo sobre a obesidade,
mas nota-se que os individuos obesos com o gendétipo homozigoto (AA), possuem
um IMC ligeiramente aumentado quando comparados com 0S genotipos
heterozigoto (AT) e homozigoto (TT). No grupo de obesos, observamos um aumento
dos niveis de triglicerideos nos individuos homozigotos para o alelo T. Poucos
trabalhos apontam uma avaliacdo dos niveis de triglicerideos com esse
polimorfismo, no entanto, durante nossa pesquisa encontramos um estudo realizado
por de Luis e colaboradores (2013), que buscou analisar a relacdo entre esse SNP

com a sindrome metabdlica em mulheres obesas espanholas, porém, essa
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associacdo nao foi observada. No entanto, este gene foi associado a um aumento
dos niveis de triglicerideos, insulina e de resisténcia a insulina em mulheres obesas
portadoras do genodtipo TT, sem a presenca de sindrome metabdlica. Nossos
resultados corroboram com os achados desses autores, 0o que € oposto aos
observados por Gonzélez-Sanchez e colaboradores (2009), que verificaram uma
tendéncia de aumento dos triglicerideos em individuos espanhois que possuem 0
alelo de risco A. Os resultados encontrados atualmente na literatura ndo estdo claros em
relacdo a associacdo do alelo T do polimorfismo rs9939609 com os niveis de triglicerideos.
Essas diferencas encontradas para os resultados bioquimicos podem ser devido as
diferencas de sexo, idade, IMC, composicdo étnica, fatores ambientais, estilo de vida,
alimentacdo e numero amostral (de Luis et al., 2013). Além disso, o efeito de diferentes
SNPs do gene FTO poderia modificar a relagdo de um unico SNP com o0s parametros
bioquimicos modulando essa interacdo (Peeters et al., 2008). No entanto, sugere-se que
para obtencdo de melhores esclarecimentos sobre esse efeito, seria necessario um
aumento significativo do numero amostral e/ou realizacdo de trabalhos semelhantes em
outras amostras de populagdes brasileiras.

Outro polimorfismo do mesmo gene — rs1121980 (A>G) — apresentou uma
prevaléncia de 48% para o alelo A (alelo de menor frequéncia) em nosso estudo; a
prevaléncia mundial é de 37%. A populacdo que apresenta a maior prevaléncia é a
Africana (50%) e a menor frequéncia € observada em Asiaticos (19%). Enfim, o
altimo polimorfismo analisado desse gene foi 0 rs17817449 (G>T), que apresenta
uma prevaléncia mundial do alelo de risco G de 32%; em nossas amostras a
prevaléncia foi de 43%, similar a dos europeus (42%) e africanos (41%). Para o
polimorfismo rs1121980, a maior parte dos estudos mostra que essa variante esta
associada ao aumento do IMC, circunferéncia da cintura, obesidade extrema,
gquando apresentam o alelo de risco A (Dina et al.; 2007; Hinney et al.,2007;
Vimaleswaran et al., 2009; Hotta et al., 2008). No presente trabalho, apesar de nao
encontrarmos efeitos estatisticamente significativos em relacdo ao aumento do IMC
e circunferéncia da cintura para este polimorfismo (rs1121980); o gendtipo AA foi
discretamente mais frequente em obesos, 0 que estd de acordo com a maioria dos
estudos publicados.

Estudos relacionados com o polimorfismo rs17817449, demonstraram que
os individuos com o alelo de risco G, apresentavam uma associacdo com a

obesidade, resisténcia a insulina, aumento da massa gorda (Dina et al.; 2007; Cha et
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al., 2008; Prakash et al., 2011) e maior ingestao de alimentos ricos em gorduras e
amidos refinados (Harbron et al., 2014).

Tanto para o polimorfismo rs1121980 quanto para o0 rs17817449,
observamos um aumento nos niveis de colesterol total e colesterol LDL em
individuos obesos, o0 que sugere que estes individuos possuiriam um perfil lipidico
de maior risco para doengas cardiovasculares.

Apdés os ajustes por idade das variaveis colesterol total e colesterol LDL,
realizados através da andlise de regressédo, somente a presenca do homozigoto TT
para o SNP rs17817449, manteve-se associada a estas variaveis. Em nosso
levantamento bibliografico ndo foram encontrados trabalhos que mostram a relacéo
desses polimorfismos com os niveis de colesterol, ndo sendo possivel comparar 0s
nossos resultados com dados de outras populagdes, sugerindo que com essa
escassez de informacfes outros trabalhos devam ser realizados para um melhor

esclarecimento.

VI.2. Gene MC4R

O principal componente do controle homeostético central dos sinais de fome
e saciedade localiza-se na regiao hipotalamica, sendo o gene que codifica o receptor
de melanocortina tipo 4 (MC4R) de suma importancia no controle do consumo
alimentar. Polimorfismos de nucleotideo Unico no MC4R podem causar um
desequilibrio na regulacdo homeostatica, afetando sinalizadores periféricos e/ou
centrais, induzindo o agravamento da obesidade e aumento do risco para o
desenvolvimento de transtornos alimentares, como a compulsao alimentar.

O primeiro polimorfismo que estudamos no gene MC4R foi 0 rs2229616
(G>A) e segundo o banco de dados Ensemble, a prevaléncia do alelo A é de (2%)
na populacdo mundial, sendo sua maior frequéncia encontrada na Africa (4%). Em
nosso estudo, a prevaléncia encontrada foi de 1%, a mesma encontrada em
europeus.

No presente trabalho ndo foi encontrada uma associagdo estatisticamente
significante entre esse polimorfismo e a obesidade, no entanto outros trabalhos
realizados em diferentes populagdes observaram resultados significativos. Young e
colaboradores (2007) avaliaram uma populacdo do Reino unido com 8304

individuos, e verificaram que individuos que carregavam o alelo A tinham um risco
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reduzido de 18% de apresentar obesidade, conferindo a esses individuos um fator
de protecdo, bem como uma diminucéo do IMC e triglicerideos (Heid et al., 2008).

Outro polimorfismo no mesmo gene que vem sendo amplamente estudado é
0 rs17782313 (T>C), por estar associado a uma predisposicdo a obesidade
poligénica (Loos et al., 2008) e aumento do risco de apresentar obesidade (Xi et al.
2012).

A prevaléncia mundial do alelo de risco (C) é de 22%. A maior frequéncia
apresentada foi na Africa (28%), seguida pela Europa (23%) e a menor na América
(15%) (Ensembl). A frequéncia observada no presente estudo foi de 24%,
semelhante a encontrada em populacdes europeias (Loos et al., 2008; Winter et al.,
2011).

Cauchi e colaboradores (2009), estudando 4762 adolescentes finlandeses e
3167 adultos franceses, observou que o alelo C foi associado com a obesidade e
uma maior deposicdo de massa gorda em homens. O efeito desse mesmo alelo
sobre o carater obesidade e fenétipos associados também foi observado em outras
populacdes (Loos et al.,, 2008; Qi, et al.,, 2008; Srivastava et al., 2014). Em
contrapartida, Tabara e colaboradores (2009) analisando 2.806 individuos adultos
em uma populacdo japonesa, ndo observaram diferencas significativas entre os
gendtipos com IMC e a obesidade. O mesmo resultado foi observado por Katsuura-
Kamano (2014) também em japoneses, e por Yilmaz e colaboradores (2014) em
uma populacao europeia.

Apesar de ndo observamos um resultado significativo para o polimorfismo
rs17782313, nota-se em nosso estudo que em individuos obesos com o gendtipo
CC ha um discreto aumento de IMC e de circunferéncia da cintura. Assim, para
conclusées mais consistentes, sugere-se que sejam realizados trabalhos com um
maior nUmero amostral.

A maior parte dos estudos disponiveis na literatura tenta responder a relacéo
desse polimorfismo com a obesidade, sendo exiguos dados que se referem ao
aumento do colesterol total e LDL. Estudos recentes em camundongos tem
demonstrado o papel da via melanocortina no metabolismo do colesterol. O estudo
realizado por Perez-Dilve e colaboradores (2010), mostrou que quando a grelina
inibe 0o MC4R ocorre um aumento da captacdo de colesterol no sangue. Em

contrapartida, a auséncia ou a diminuicdo da proteina MC4R resulta em uma maior
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guantidade de tal lipidio no sangue. Nossos resultados mostraram que individuos
portadores do gendétipo CC para o polimorfismo rs17782313 apresentavam maiores
niveis de colesterol total e LDL quando comparado aos outros genétipos. Com base
nestes resultados, sugerimos que o polimorfismo rs17782313 possa, de uma forma
ainda ndo compreendida, estar afetando os niveis de MC4R (Yilmaz et al., 2014), o
que poderia resultar no aumento dos niveis de colesterol em nossas amostras.
Esses resultados estdo de acordo com os observados por Tao e colaboradores
(2012), que estudaram duas coortes em uma populacdo chinesa e observaram

associacoes significativas com o colesterol total e colesterol LDL.

V.3. Gene PPARG

O gene PPARG esta envolvido na transcricdo de genes relacionados a
adipogénese do corpo, além de genes envolvidos no metabolismo de lipidios e
glicose, carcinogénese e processos inflamatérios (Ben Ali et al., 2009a; Bhatt et al.,
2012). O presente estudo analisou o polimorfismo rs1801282 (C>G — Prol2Ala) que
esta associado a diminuicdo da eficiéncia do receptor e também da habilidade de
estimular a adipogénese (Mattevi et al., 2007). Apesar de muitos estudos na
literatura buscarem avaliar os efeitos deste polimorfismo sobre obesidade e DMT2,
os resultados ainda sao contraditorios.

Dentre os trabalhos podemos citar o de Ghoussaini e colaboradores (2005),
gue estudaram criangas e adultos de uma populagdo caucasiana e demonstraram
gue os individuos que possuiam o alelo C, tinham um risco aumentado para o
desenvolvimento de diabetes tipo 2; o mesmo resultado foi encontrado por Hu e
colaboradores (2009) em chineses. Da mesma forma, Moon e colaboradores (2005),
estudando uma populacdo Coreana, verificaram que quem possuia o alelo G,
apresentava um risco reduzido de desenvolver DT2. Achados semelhantes foram
encontrados por Jaziri e colaboradores (2006) e Gouda e colaboradores (2010).

Outros estudos encontraram associacdo entre o polimorfismo em questéo
(alelo G) e um aumento da gordura corporal em dinamarqueses (Tanko et al., 2005),
e um aumento do IMC em italianos (Morini et al., 2006) e em individuos brasileiros
do sexo masculino (Mattevi et al., 2007). Além disso, associa¢des significantes com
a obesidade e resisténcia a insulina (Bhatt et al., 2012) e com niveis elevados de

glicose em jejum em criancas entre 3 e 4 anos (Zandona et al., 2013), também foram
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observadas. Em contrapartida, dois estudos verificaram que portadores do alelo G
possuiam um menor IMC, em escoceses (Cecil et al., 2007) e tunisianos (Mohamed
et al., 2007).

Em grande parte das populacbes, o alelo de menor frequéncia € o G,
variando de 1% (Africa) até 12% (Europa) (Ensembl). No presente trabalho, a
prevaléncia do alelo G foi de 4%. Outro estudo, também realizado no Brasil, mostrou
uma prevaléncia de 8%, mas a amostra constitui-se, em grande parte, por individuos
euro-descendentes (Zandona et al., 2013), diferente da miscigenacdo encontrada
para a nossa amostra, relativa a populacéo do Rio de Janeiro.

Apesar de nao encontrarmos diferencas significativas em relacdo a
distribuicdo de frequéncias genotipicas e alélicas entre eutréficos e obesos,
verificamos a partir da analise de regressdo multipla que a variante rs1801282 (G)
apresentou uma associacdo com aumento do IMC e niveis plasmaticos de leptina,
gue estdo associados a fenotipos relacionados a obesidade. Nossos achados
podem ser comparados com os estudos de Ben Ali e colaboradores (2009a), que
também nao encontraram diferencas significativas nas frequéncias genotipicas
desse polimorfismo, porém, na analise estratificada por sexo, observaram que
homens portadores do alelo G apresentavam um maior IMC e maiores
concentracbes plasmaticas de leptina. No entanto, quando realizaram ajustes
estatisticos por idade e IMC, esse efeito sobre os niveis de leptina despareceu. Em
nosso trabalho, esse resultado ndo se confirma, pois tendo realizado também os
ajustes estatisticos, o efeito do polimorfismo sobre os niveis de leptina se manteve
significante. Um estudo realizado por Toruner e colaboradores (2004), observou que
0s niveis de leptina se encontraram reduzidos em camundongos quando induzidos a
uma dieta hipercalérica. Com base na literatura, sugere-se que o alelo mutado (G)
do polimorfismo rs1801282 poderia diminuir a acdo do receptor PPARG em nossa
amostra, podendo ser associado a uma dieta hipercalérica, resultando no aumento
dos niveis de leptina.

Diversos estudos tém associado o polimorfismo rs1801282 com o IMC, no
entanto de forma controversa. Algumas vezes a variante Ala 12 (alelo G) esta
correlacionada com o aumento do IMC (Morini et al., 2006; Mattevi et al., 2007),
enguanto que em outros estudos o Prol2 (alelo C) foi associado ao aumento deste

indice (Cecil et al., 2007; Mohamed et al., 2007). Por outro lado, alguns estudos nao
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observaram uma relacdo desta mutacdo com o IMC (Swarbrick et al., 2001). Nossos
resultados mostraram uma associacdo da variante Ala 12 (alelo G) com o aumento
do IMC em nossa amostra, no entanto ainda ndo é totalmente elucidado de que

forma esta mutacéo pode estar interferindo neste aumento.

VI.3. Gene ADRB3

Grande parte das pesquisas vem demonstrando uma associacao
significativa entre a atividade deficiente dos receptores beta adrenérgicos (B-ARS) e
a obesidade (Oguri et al., 2013; Csernus et al., 2014). Devido a isso, os estudos de
genes que codificam tais receptores sdo de grande importancia para entendimento
dessa patologia. Entre tais genes, destacamos o ADRB3, expresso no tecido
adiposo.

O polimorfismo mais estudado no gene ADRB3 € 0 rs4994 (C>T), que leva a
uma troca de triptofano por arginina no cédon 64. Conforme visto no banco de dados
Ensembl, o alelo C tem uma prevaléncia mundial de 10%; na Asia foi encontrado
com a maior prevaléncia (15%) e na Europa com a menor (8%). No presente estudo,
a frequéncia para esse alelo foi de 9%, préxima a encontrada em outro estudo
realizado também no Brasil (11%) (Mattevi et al., 2006). A frequéncia do alelo C
varia em diferentes populagdes: 13% em individuos finlandeses, alcan¢cando 31% e
38% em indios Pima e esquimos do Alasca, respectivamente (revisdo em Corella et
al., 2001).

Csernus e colaboradores (2014), estudando criancas obesas da Hungria,
verificaram que portadores do alelo C apresentavam maior IMC e peso corporal. Ja
Oguri e colaboradores (2013), em um estudo com criangas japonesas, observaram
uma associacdo com sindrome metabdlica, sugerindo que esse polimorfismo
poderia afetar o acimulo de gordura visceral. Em outro trabalho, realizado no Sul do
Brasil por Brondani e colaboradores (2012), estudando 1015 pacientes com DMTIIl e
561 individuos nao diabéticos, verificaram que os portadores do alelo C
apresentavam maior glicemia de jejum e colesterol HDL. Outros estudos apontam
para uma auséncia de associacdo do rs4994 com variaveis antropométricas,
pressoricas e bioguimicas (Mattevi et al., 2006; Malik et al., 2011).

No presente estudo observamos uma associacdo significativa do genétipo
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TT com aumento dos niveis séricos de leptina somente em individuos eutroficos.
Esse resultado pode ser explicado pelo numero maior de mulheres genotipadas no
grupo de eutrdficos. Nesse grupo, dos 51 individuos, 39 sdo mulheres homozigotas
TT e 12 homens, ou homozigotos CC ou heterozigotos. Sabe-se que as mulheres
apresentam niveis de leptina muito superior aos dos homens (Wajchenberg, 2000;
Leibel, 2002; Kolovou et al., 2014). Isso pode ser observado na tabela 9: nossos
resultados mostram que o0s niveis de leptina nas mulheres se apresentam
aproximadamente cinco vezes maior quando comparados com o dos homens.
Portanto, o resultado observado do efeito do polimorfismo em relagdo aos niveis de
leptina deve ser produto da distribuicdo enviesada da amostra; isto €, o efeito pode
ser devido ao sexo e ndo ao polimorfismo. Sugerindo que estes estudos devam ser
ampliados, para melhores esclarecimentos torna-se necessario um aumento do

namero de homens no grupo dos individuos eutroéficos.

VI1.5. Gene UCP1

Um dos polimorfismos analisados no gene UCP1 foi o rs12502572 (A>G), e
de acordo com o banco de dados Ensembl, a prevaléncia do alelo A é de 47% na
populacdo mundial, apresentando uma maior frequéncia na Africa (71%) e a menor
na Europa (38%). Em nosso estudo a prevaléncia encontrada foi de 49%.

Outro polimorfismo estudado no mesmo gene foi 0 rs6536991 (C>T), em que
0 alelo C apresenta uma prevaléncia no mundo de 32%, sendo de 23% em
europeus, 58% em africanos e 20% em asiaticos. No presente trabalho, a frequéncia
observada foi de 41%, refletindo a mistura étnica de nossa populacéo.

No Brasil, Ramos e colaboradores (2012) em um estudo com 126 individuos
obesos morbidos e 113 eutréficos, verificaram que o polimorfismo rs6536991 foi
associado significativamente com IMC, porém, em relacdo ao polimorfismo
rs12502572, esses autores nd&o encontraram nenhuma associagdo com a
obesidade, resultado similar ao encontrado em nosso estudo.

No presente estudo, em relagcdo ao polimorfismo rs6536991, encontramos
um maior numero de individuos heterozigotos CT nos dois grupos (obesos e
eutréficos), sem diferencas significativas. Entretanto existe uma marcada diferenca

nas distribuicbes genotipicas dentre os dois estudos, e reanalisando os dados de
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Ramos e colaboradores (2012), observamos que o grupo de obesos encontra-se em
total desequilibrio de Hardy e Weinberg, fato diferente ao encontrado nos nossos
resultados. Portanto nao foi possivel fazer comparacfes consistentes. Assim, Ramos
encontra uma tendéncia (dose-dependente do alelo T) do aumento no IMC entre os
controles, resultado néo verificado em nosso estudo.

Observamos que o polimorfismo rs6536991 apresenta uma associacao
significativa com a circunferéncia de cintura em ambos 0S grupos, porém essa
associacdo tem sentidos contrarios; em eutréficos a circunferéncia da cintura esta
aumentada nos individuos de gendtipo CC enquanto que no grupo de obesos esse
incremento é visto nos individuos de gendtipo TT; este resultado é corroborado
pelos mostrados na tabela 22, onde notamos uma interagao significante entre os
efeitos do grupo e do polimorfismo.

Entre os eutroficos, além da circunferéncia da cintura, encontramos também
aumentos significativos no diametro abdominal sagital, colesterol total e colesterol
LDL entre os individuos com o gendtipo CC.

Embora algumas variantes genéticas sejam relatadas em associa¢cdo com a
obesidade ou fendtipos relacionados a obesidade, outros estudos sdo nhecessarios,
em funcdo do numero reduzido de trabalhos publicados na literatura, para tentar
elucidar esse grande desafio, sobretudo no que diz respeito a esses polimorfismos
(rs1121980 e rs6536991). Deve-se destacar que o Unico trabalho que encontramos
foi realizado numa populacdo brasileira (Minas Gerais) (Ramos et al., 2012). Além
disso, o namero amostral € uma limitacdo para o estudo de uma condicdo
poligénica. Consideramos que devido ao efeito, em geral, pequeno de cada
polimorfismo genético individual, sugere-se o0 aumento de estudos aplicando

técnicas de meta-analise.

VI.6. Gene LEPR

O receptor da leptina, por apresentar um papel crucial na regulacédo do peso
corporal, vem sendo cada dia mais estudado, em busca de variantes que possam
contribuir para a fisiopatologia da obesidade. Ja foram relatadas mais de 10 regides
polimérficas no gene LEPR (Heo et al.,, 2001), no entanto, a associacdo dessas

variantes com a obesidade tem sido contraditoria.
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O primeiro polimorfismo no gene LEPR analisado em nosso trabalho foi o
rs1805094(G>C). Baseada no banco de dados Ensembl, a prevaléncia do alelo C
observada na populacdo mundial € de 15%, sendo a maior frequéncia encontrada na
populacdo americana (19%), seguida pela africana (18%) e a menor em asiaticos
(7%). Em nossa populagédo encontramos uma prevaléncia de 28%; em outro estudo
também na populacdo brasileira essa prevaléncia € semelhante (Oliveira et al.,
2013). A maioria dos estudos mostra que este polimorfismo ndo estaria associado
com IMC e obesidade em diferentes populacdes: suecos (Rosmond et al., 2000),
europeus (Yiannakouris et al., 2001) e brasileiros (Oliveira et al., 2013), entre outros.

O polimorfismo rs1137100 (A>G) que esta presente no mesmo gene,
também foi objeto de nosso estudo. A prevaléncia mundial do alelo G, segundo o
banco de dados Ensembl, é de 39%. A maior frequéncia é encontrada na Asia
(81%), seguida pela Europa (29%), América (27%) e Africa, com 13%. A prevaléncia
encontrada em nossa amostra foi de 18%.

A partir de um estudo em uma populacdo constituida por homens suecos,
Rosmond e colaboradores (2000), verificaram que portadores do genétipo GG do
polimorfismo rs1137100, apresentavam menor IMC, DAS, menores niveis de PAS,
PAD, colesterol HDL e triglicerideos. Oliveira e colaboradores (2013) observaram
que portadores do genoétipo GG apresentavam menor risco de desenvolver
obesidade, entretanto, quando realizaram uma andlise de regressao, verificaram que
guem possuia o0 alelo G apresentava niveis elevados de colesterol total e
triglicerideos. Em um estudo com adolescentes europeus, Labayen e colaboradores
(2011), observaram que este polimorfismo foi associado significativamente com a
adiposidade, e individuos portadores do alelo A tinham uma maior porcentagem de
gordura e IMC. No entanto, Furusawa e colaboradores (2010) ndo encontraram
associacdo significativa deste polimorfismo com obesidade, aumento do peso
corporal e IMC.

Os resultados encontrados em nosso estudo podem ser comparados (e
corroborados) com os de Yiannakouris e colaboradores (2001), onde analisaram
uma amostra de 120 jovens, para os polimorfismos rs1805094 e rs1137100 do gene
LEPR, e ndo observaram uma associagdo significativa entre as frequéncias
genotipicas e alélicas e as variaveis de composicao corporal.

Finalmente o ultimo polimorfismo analisado no gene LEPR, foi o rs1137101
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(A>G), cuja prevaléncia mundial € de 59%. A maior prevaléncia encontrada foi na
Asia (78%) seguida pela Africa (54%) e Europa (49%) (Ensembl). A prevaléncia do
alelo G, no presente estudo, foi de 47%, semelhante a de outro estudo realizado no
sul do Brasil (43%) (Zandona et al.,, 2013). Existe uma grande diversidade em
relacdo aos achados bibliograficos, e ainda ndo ha um consenso em relacéo ao alelo
de risco desse polimorfismo, visto que ambos os alelos, A e G, sdo mencionados
como associados a obesidade e/ou a fendtipos relacionados.

No Brasil, Mattevi e colaboradores (2002), verificaram que a variante
rs1137101 foi associada com IMC, principalmente em nao fumantes, em uma
amostra de eurodescentes no Sul do pais. Além disso, Duarte e colaboradores
(2007) encontaram um resultado similar, porém, em uma amostra de diferentes
origens étnicas, no Rio de Janeiro e Murugesan e colaboradores (2010) em uma
amostra de diabéticos na india.

Alguns trabalhos demonstraram que alelo A estava associado a menores
niveis de colesterol HDL, aumento de triglicerideos e pressao arterial sistolica e
diastélica (Rosmond, 2000), maior percentual de gordura e valores elevados de
leptina (Guizar-Mendoza et al., 2005), esse alelo estava também relacionado a um
maior peso corporal e IMC (Furusawa et al., 2010).

Seguindo uma direcdo oposta outros trabalhos associaram o alelo G com
maior risco para adiposidade (Fairbrother et al., 2007), aumento da ingestdo de
energia diéria total em criancas e aumento da glicemia de jejum (Zandonda et al.,
2013).

Yiannakouris e colaboradores (2001) em uma populacdo grega, nao
observou uma associacéo significativa entre as frequéncias genotipicas e alélicas
para este polimorfismo, no entanto, apds uma analise de regressdo, observou que
guem possuia a alelo G apresentava valores aumentados de IMC. Da mesma
forma, Oliveira e colaboradores (2013), vizualizaram o mesmo resultado, porém na
analise de regressao verificaram uma associagdo com um aumento da
circunferéncia da cintura e leptinemia, para este mesmo alelo. Ademais, Constantin
e colaboradores (2010), verificou que individuos portadores do alelo G, tinham
maiores niveis plasmaticos de glicose e triglicerideos, niveis diminuidos de
colesterol HDL, e niveis elevados de presséao arterial sistolica e diastodlica.

Saukko e colaboradores (2010) examinaram 526 individuos em uma
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populacao finlandesa, a fim de verificar a associagdo dos polimorfismos rs1137100
e rs1137101 com risco de apresentar aterosclerose. Foi observada uma associacao
significativa com IMC, e que os portadores do alelo G apresentavam maiores niveis
de colesterol. Para a variante (rs1137101), relataram um aumento nos niveis de
pressao arterial sistélica em individuos heterozigotos (AG). Nossos resultados foram
semelhantes em relacdo a pressdo arterial sistdlica, porém, encontramos também
um aumento da pressao arterial diastélica e média para os individuos heterozigotos.

Quando realizamos uma analise de regressdo mudltipla, verificamos uma
associacao significativa do alelo G (rs1137101) com o aumento das variaveis IMC,
RCQ, DAS, PAS e PAM, estas associadas a fendtipos relacionados com a
obesidade, corroborando resultados de outros estudos (Yiannakouris et al., 2001;
Constantin et al., 2010; Oliveira et al., 2013). Sabe-se que o polimorfismo rs1137101
resulta em uma troca de aminoacidos de diferentes propriedades, uma vez que um
€ polar (glutamina) e o outro é basico (arginina). Dessa forma, esta troca poderia
ocasionar uma mudanca funcional da proteina (Yiannakouris et al., 2001). Sabe-se
gue o LEPR atua na via da homeostase energética e que modificagbes na sua
proteina podem resultar em uma desregulacédo dessa via, por aumentar a ingesta de
alimentos, o que resulta em um desequilibrio energético, aumentado a adiposidade
corporal (Bell et al., 2005; Lee & Mattson, 2014). Com base nestes trabalhos,
sugerimos que este polimorfismo poderia estar afetando a acdo do LEPR na nossa
amostra, causando uma ruptura no balan¢o energético ocasionando o aumento do
IMC, RCQ e DAS. Ja com relacdo a pressao arterial, ainda ndo ha uma explicacao
clara do papel do LEPR em relacdo ao controle dessa via. No entanto, sabemos que
0 excesso de peso estd associado a um aumento da pressdo sanguinea,
permitindo-nos sugerir que este polimorfismo (rs1137101) possa estar aumentando

a adiposidade corporal e, de uma forma indireta, elevando os niveis pressoricos.

VI. 7. Andalise Multivariada

A partir das andlises de regressdo multivariada observamos a formacao de
grupos que de alguma forma estdo relacionados aos fenotipos da obesidade. No
primeiro agrupamento, visualizamos caracteristicas antropométricas utilizadas para
definicdo do fenotipo da obesidade. O segundo grupo esta constituido pelos niveis

pressoricos, sabidamente relacionados entre si. No terceiro grupo, observa-se o
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perfil lipidico, sendo estas variaveis também, em geral, correlacionadas a obesidade.
Devemos enfatizar que 0s niveis pressoricos e lipidicos ndo necessariamente sao
exclusivos do fendtipo da obesidade.

Os niveis de leptina claramente estéo relacionados ao fenotipo da obesidade,
mensuradas pelo IMC, RCQ e colesterol HDL, portanto, podem ser considerados
marcadores bioquimicos de risco para o desenvolvimento da obesidade (Lehninger,
2002).

Os resultados apresentados em relacdo ao efeito dos polimorfismos
estudados com a obesidade nos mostram que quando tratamos de caracteristicas
multifatoriais, onde os fatores genéticos dependem das frequéncias, tanto alélicas
como genotipicas, € necessario que estas sejam suficientemente altas, pois fica
extremamente dificil fazer inferéncias consistentes quando tais frequéncias sédo
pequenas, e com efeitos também sdo pequenos. Sendo preciso nestes casos um
namero amostral muito grande.

Por outro lado, o problema torna-se maior ainda, se considerarmos a
complexidade da mistura e diversidade étnica nas diversas regibes brasileiras.
Particularmente em relagdo ao Rio de Janeiro, onde diferentes grupos ancestrais
contribuiram para a formacéo de sua populacao: Europeus (52%), Africanos (41%) e
Amerindios (7%) (Pena et al., 2011).
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VIl. CONCLUSOES

- Como era de se esperar, todas as variaveis normalmente utilizadas como
indicadores do fendtipo da obesidade foram estatisticamente diferentes entre
0s grupos de eutréficos e os obesos. A circunferéncia da cintura, razao
cintura/quadril, didmetro abdominal sagital, pressédo arterial, triglicerideos,
colesterol LDL e leptina estdo aumentados em obesos, enquanto que o

colesterol HDL foi significativamente maior em eutroficos.

- Na comparacdo entre 0s sexos, a circunferéncia da cintura, razéo
cintura/quadril, diametro abdominal sagital, pressdo arterial sistolica e
triglicerideos foram significativamente maiores entre 0os homens; nas
mulheres, somente o colesterol HDL e a leptina apresentaram diferencas

significantes.

- Entre os graus de adiposidade, observamos um aumento progressivo
significativo da circunferéncia da cintura, diametro abdominal sagital e leptina

para os diferentes graus.

- Na avaliagdo dos efeitos do polimorfismo rs9939609, do gene FTO,
observamos que os niveis de triglicerideos apresentaram valores maiores

entre os homozigotos TT do grupo de obesos.

- No grupo dos obesos, os niveis de colesterol total e LDL apresentaram um
aumento entre os individuos de genotipo GG no polimorfismo rs1121980 do
gene FTO; resultados similares foram observados em relacdo ao genoétipo TT
do polimorfismo rs17817449 do mesmo gene e do gendtipo CC do
polimorfismo rs17782313 do gene MCA4R.

- Analisando o polimorfismo rs1801282 do gene PPARG, ndo encontramos
nenhuma associacdo nas comparacdes entre eutroficos e obesos, porém, na
andlise de regressdo multipla, observamos um efeito significativo do alelo G

sobre as variaves IMC e os niveis plasmaticos de leptina.
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Em relagcdo ao polimorfismo rs6536991 do gene UCP1, a circunferéncia da
cintura sofre um efeito significativo em ambos os grupos (eutroficos e
obesos), porém em sentido inverso; nos eutréficos esse carater € aumentado
entre os individuos do gendétipo CC, enquanto que nos obesos esse aumento
é verificado entre os individuos de gendtipo TT, mostrando um efeito de
interacdo estatisticamente significativo. Além disso, entre os eutrdficos os
individuos de gendtipo CC apresentaram maiores valores do diametro

abdominal sagital, colesterol total e LDL.

No polimorfismo rs1137101 do gene LEPR, os individuos portadores do alelo
G apresentaram maiores valores de IMC, Cirfunferéncia da cintura, Diametro
Abdominal Sagital, Razdo cintura/quadril, Pressé@o Arterial Sistélica e Pressao
Arterial Média.

Nenhum resultado estatisticamente significativo foi encontrado nas analises
dos polimorfismos rs2229616 do gene MC4R, rs12502572 do gene UCPL1,
rs1805094 e rs1137100 do gene LEPR em relacdo ao conjunto de variaveis

indicadoras da obesidade.
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IX. ANEXOS

ANEXO A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

RISCO CARDIOVASCULAR E SISTEMA ENDOCANABINOIDE

Avaliando possiveis associagdes Genético-moleculares e Clinicas

Prezado (a),

Vocé esta sendo convidado pelo seu médico para participar de um estudo clinico, que néo
implica na utilizacdo de medicamentos. Antes de fornecer seu consentimento, solicitamos que vocé
leia estas informagdes cuidadosamente. Este documento tem como finalidade informa-lo de tudo que
VOCé precisa saber com relacgéo ao estudo do qual vocé ir4, caso aceite, participar. E importante que
vocé leia e compreenda os procedimentos propostos. Utilize o tempo que for necessario para fazer
todas as perguntas que desejar. O médico/equipe de estudo Ihe explicara todas as palavras ou
informacdes que nao estejam claras para vocé.

QUAL E O OBJETIVO DO ESTUDO? QUANTAS PESSOAS PARTICIPARAQ DESTE ESTUDO?

O estudo esta planejado para avaliar 100 individuos eutroficos (magros) e 100 individuos
obesos e comparar a influéncia de suas caracteristicas genéticas sobre os fatores de risco
cardiovascular, ou seja, sobre o risco de desenvolvimento de doencas cardiacas e vasculares
[hipertenséo arterial (presséo alta), doenca coronariana (angina de peito e infarto) e doenca vascular
cerebral (isquemia e derrame)].

Também serdo avaliados os niveis de algumas substancias no sangue (endocanabinoides,
adipocitocinas, grelina e marcadores inflamatdrios), que possuem importante relacdo com as doencas
cardiovasculares descritas.

POR QUE FUI ESCOLHIDO?

Seu médico do estudo (0o médico que conduz o estudo) acredita que vocé satisfaga as
exigéncias iniciais para participar do estudo.

EU SOU OBRIGADO A PARTICIPAR?

Sua participacdo neste estudo é totalmente voluntaria. Vocé tem o direito de deixar este
estudo a qualquer momento. A sua recusa em participar (ou a descontinuacdo do estudo) néo lhe
trard nenhuma penalidade. Da mesma forma, ndo comprometera 0 compromisso com o0s cuidados
medicos que devem ser prestados a vocé e ndo resultard em perda de beneficios que vocé
porventura possua. Mesmo que vocé tenha dado o consentimento, vocé podera ser retirado deste
estudo se:

* vocé nao seguir os procedimentos do estudo,

* na opinido do médico do estudo, for de interesse para a sua saude,

* 0 estudo tiver que ser encerrado por qualquer razéo.
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Seu médico do estudo ir4 Ihe aconselhar quanto as recomendac8es para mudancas no estilo
de vida e/ou necessidade de tratamento porventura indicados ap6s o estudo.

O QUE ACONTECERA COMIGO SE EU DECIDIR PARTICIPAR?

Na visita de triagem, se vocé concordar em patrticipar (apés ler e assinar este Termo de
Consentimento), o médico do estudo lhe questionara sobre sua historia médica, tal como medicacdes
(com ou sem prescri¢do, incluindo vitaminas e suplementos naturais) que vocé esteja utilizando ou
utilizou anteriormente. Caso esteja em uso de medicacao, vocé somente participara da pesquisa se 0
meédico do estudo considerar que a medicacao possa ser retirada, sem riscos para sua saude, pelo
periodo de 2 semanas. Nesta visita vocé respondera questdes sobre sua ingestao de alimentos e sua
atividade fisica. Sua altura, peso, circunferéncia abdominal, pressdo sanguinea e freqiiéncia cardiaca
serdo medidas e registradas. Além disso, sera agendada uma coleta de sangue para determinar os
parametros bioquimicos (glicemia — taxa de aclcar no sangue; creatinina — para avaliar a funcdo do
rim; lipidograma — colesterol total, HDL colesterol e triglicerideos; hemograma completo; e provas de
funcdo hepética — transaminases e fosfatase alcalina). As amostras de sangue (aproximadamente 15
ml, equivalente a uma colher de sopa) para estes testes de laboratério serdo coletadas pela manh4,
em jejum de pelo menos 12 horas, utilizando material descartavel.

Na segunda visita, para a qual vocé sera convidado se houver atendido aos critérios de
inclusdo, serd realizado um exame fisico completo, incluindo a determina¢é@o dos niveis de pressao
arterial por método clinico e avaliagdo antropométrica (altura, peso, circunferéncia abdominal e
circunferéncia de quadril). Também sera realizada nova coleta de sangue para a determinacédo das
variaveis do estudo: polimorfismos genéticos, niveis dos endocanabinoides, insulina, leptina,
adiponectina de alto peso molecular, grelina acilada, PCR ultrassensivel, TNFalfa, interleucina 6,
lipidograma, glicemia, creatinina e acido arico. A determinacdo dos niveis de endocanabinoides sera
realizada em amostra de sangue que sera enviada ao Laboratério do Instituto de Quimica
Biomolecular do Conselho Nacional de Pesquisa do governo italiano.

QUAIS SAO OS RISCOS DO ESTUDO?

Durante a coleta de sangue, vocé podera sentir leve dor ou apresentar pequeno
sangramento ou hematoma (mancha roxa) no local do seu braco onde o sangue é tirado.

QUAIS SAO OS POSSIVEIS BENEFICIOS DE MINHA PARTICIPACAQO?

Durante este estudo, vocé se beneficiara com o acompanhamento médico e com a
determinacdo de seu risco de desenvolver problemas cardiovasculares, permitindo, se for o caso,
orientacdo e tratamento precoces. Os investigadores esperam que as informacgfes obtidas neste
estudo possam, no futuro, beneficiar outros pacientes com os mesmos fatores de risco e problemas
de saude. Ap6s o término do estudo, o seu médico |lhe orientard sobre os procedimentos de
acompanhamento e tratamento que sejam mais adequados a sua condicao.

QUEM REVISOU ESTE ESTUDO? COMO FICAM OS CUSTOS E MINHA SEGURANCA?

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto aprovou este
documento, bem como o protocolo do estudo para o qual vocé esta sendo convidado a participar. Os
dados dessa pesquisa podem vir a ser divulgados/publicados, porém, sua identidade e seus dados
pessoais sdo sigilosos e ndo serdo divulgados sob nenhuma hipétese, ficando garantida a sua
privacidade e a confidencialidade das informagdes prestadas por vocé durante todo o estudo.

Sua participagdo neste estudo ndo terd nenhum custo adicional para vocé e nao trara
despesas além daquelas normalmente encontradas por pacientes com as mesmas caracteristicas e

problemas clinicos. Vocé néo recebera nenhum pagamento pela sua participa¢do nesta pesquisa.
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CONTATOS PARA MAIORES INFORMACOES.

Vocé receberd uma cépia deste documento de consentimento livre e esclarecido e podera
solicitar mais informacdes a qualquer momento durante o estudo entrando em contato com Dr. Cyro
José de Moraes Martins (celular 99970078), ou Dr. Rogerio Fabris Mangia (celular 99777901), ou
ainda Dr. Bruno Miguel Jorge Celoria (celular 76294784).

Vocé também podera entrar em contato com o Sr. Marcos Alcoforado no CEP/HUPE
(Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro Ernesto), pelo telefone 2868-8253 se
tiver qualquer duvida com relagdo aos seus direitos como participante de um estudo de pesquisa.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Li e compreendi todo o documento de consentimento livre e esclarecido. Recebi
explicacdes sobre a natureza, a finalidade, a durag&o, o efeito, os riscos previsiveis do estudo e
sobre o que é esperado de mim. As minhas perguntas foram respondidas de forma satisfatéria.
Concordo em participar deste estudo.

(Nome por extenso do Paciente a ser preenchido no momento do consentimento) (letra de forma)

Data:

(Assinatura do Paciente ou Representante Legal Autorizado a ser preenchido no momento do

consentimento)

(Nome por extenso da Testemunha imparcial, se aplicavel) (letra de forma)

Data:

(Assinatura da Testemunha imparcial, se aplicavel)

Meédico que conduziu a discussédo do Consentimento Livre e Esclarecido
Confirmo ter explicado pessoalmente a natureza, a finalidade, a duragao, os efeitos e os riscos
previsiveis do estudo clinico ao individuo mencionado acima.

(Nome por extenso do médico a ser preenchido no momento do consentimento) (letra de forma)

Data:

(Assinatura do médico a ser preenchido no momento do consentimento)
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Rio de Janeiro, 27 de abril de 2012

Ilmo. Dra. Gysélle Saddi Tannous

Coordenadora da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa
Ministério da Salde

Esplanada dos Ministérios

Brasilia, DF.

Prezado Dra.,

Estamos encaminhando para a sua apreciagdo os documentos que fazem parte do projeto de
pesquisa intitulado: (2892-CEP/HUPE — CAAE: 0044.0.228.011-11) "RISCO CARDIOVASCULAR E
SISTEMA ENDOCANABINOIDE - AVALIANDO POSSIVEIS ASSOCIACOES GENETICO-MOLECULARES” a
ser realizado no Servigo da Disciplina de Fisiopatologia Clinica e Experimental — CLINEX, Clinica de
Hipertensdo, do Hospital Universitario Pedro Ernesto da Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
sendo responsavel pelo estudo o Prof. Emilio Antonio Francischetti.

Esclarecemos que o projeto foi analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto, que aprovou, sem restricoes, bem como o termo de Consentimento Livre
e Esclarecido a ser assinado pelo paciente.

Atenciosamente,

\/\,qr\ S\Q

Prof. Wille Oigman )
Presidente do Comité de Etica em
Hospital Universitario Pedro Ernesto
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ANEXO C

Modelo final de regressdao multipla da Circunferéncia da Cintura sobre as varidveis

Antropométricas, pressoricas e bioquimicas

R R2 R2 ajustado chrjrr%o
0,958 0,918 0,917 5,568
Fonte SQ gl QN F P
Regressao 67853,060 4,000 16963,260 547,206 0,000
Residuo 6044,960 195,000 31,000
Total 73898,019 199
. Variaveis Coeficiente de regresséo b-padronizado . b
independentes b Erro Padrdo Beta
Intercepto -8,602 3,420 -2,515 0,013
IMC (kg/m?) 1,755 0,093 0,708 18,788 0,000
RCQ 47,548 4,807 0,258 9,892 0,000
DAS (cm) 0,388 0,157 0,101 2,466 0,015
0,053 0,042 0,028 1,265 0,207

Idade (anos)

Preditores: Constante, indice de massa corporal (IMC), razdo cintura/quadril (RCQ), didmetro abdominal sagital

(DAS), Idade.

Modelo final de regressdo multipla da Circunferéncia da Cintura sobre os polimorfismos

R R2 Rz gjustado PaEérr% o
0,403 0,162 0,149 18,348
Fonte SQ gl QN F P
Regressao 8475,154 2,000 4237,577 12,588 0,000
Residuo 43763,486 130,000 336,642
Total 52238,641 132,000
. Variaveis Coeficiente de regresséo b-padronizados . b
independentes b Erro Padréo Beta
Intercepto 66,986 6,377 10,504 0,000
Idade (anos) 0,713 0,158 0,364 4521 0,000
rs1137101 (LEPR) 8,653 3,478 0,200 2,488 0,014

Preditores: Intercepto, ldade, rs1137101 (LEPR).
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Modelo final de regressdo da Razdo cintura quadril sobre as varidveis Antropométricas,

ANEXO D

pressoricas e bioquimicas

R R2 R2 ajustado Erro Padréo
0,788 0,622 0,612 0,065

Fonte SQ al ON F P
Regressao 1,352 5 0,27 63,747 0,000
Residuo 0,823 194 0,004
Total 2,175 199
_ Variaveis Coeficiente de regressdo b-padronizado . 5
independentes b Erro Padrao Beta
Intercepto 0,428 0,027 15,999 0,000
CC (cm) 0,007 0,001 1,225 9,63 0,000
IMC (kg/m?) -0,01 0,002 -0,712 -5,447 0,000
Leptina (ng/dL) -0,002 0,000 -0,231 -4,069 0,000
DAS (cm) 0,004 0,002 0,207 2,342 0,02
Idade (anos) 0,001 0,000 0,126 2,630 0,009

Preditores: Constante, Circunferéncia da cintura (CC), Indice de massa corporal (IMC), leptina, razéo

cintura/quadril (RCQ), diametro abdominal sagital (DAS), idade.

Modelo final de regressdao multipla da Razdo cintura quadril sobre os polimorfismos

R R2 R2 ajustado Erro Padréo
0,458 0,209 0,197 0,093

Fonte SQ gl QN F P
Regressio 0,297 2,000 0,149 17,215 0,000
Residuo 1,123 130,000 0,009
Total 1,420 132,000
. Variaveis Coeficiente de regressao b-padronizados t o
independentes b Erro Padréo Beta
Intercepto 0,711 0,032 22,012 0,000
Idade (anos) 0,004 0,001 0,433 5,543 0,000
EflElp?’g)ml 0,041 0,018 0,180 2,308 0,023

Preditores: Intercepto,

ldade, rs1137101 (LEPR).
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ANEXO E

Modelo final de regressdo do Didmetro abdominal sagital sobre as variaveis Antropométricas,
pressoricas e bioquimicas

R R2 R2 ajustado ngr%o
0,87 0,757 0,752 2,494
Fonte SQ al ON F P
Regressao 3782,398 4 945,599 152,05 0,000
Residuo 1212,708 195 6,219
Total 4995,106 199
- Variaveis Coeficiente de regressao b- padronizados . b
independentes b Erro Padrdo Beta
Intercepto -2,357 1,547 -1,523 0,129
CC (cm) 0,078 0,032 0,3 2,466 0,015
IMC (kg/m?) 0,316 0,066 0,491 4,76 0,000
RCQ 5,792 2,606 0,121 2,223 0,027
Idade (anos) 0,033 0,019 0,067 1,73 0,085

Preditores: Constante, Circunferéncia da cintura (CC), Indice de massa corporal (IMC), razéo cintura/quadril (RCQ),

idade.

Modelo final de regressao multipla do Diametro abdominal sagital sobre os polimorfismos

R R2 Rz ajustado Pg(rjrrcéo
0,413 0,171 0,158 4,270
Fonte SQ gl ON F P
Regressao 488,185 2,000 244,092 13,391 0,000
Residuo 2369,728 130,000 18,229
Total 2857,912 132,000
. Variaveis Coeficiente de regressao b-padronizados . b
independentes b Erro Padrao Beta
Intercepto 14,259 1,484 9,609 0,000
Idade (anos) 0,157 0,037 0,341 4,265 0,000
rs1137101 (LEPR) 2,609 0,809 0,258 3,223 0,002

Preditores: Intercepto, ldade, rs1137101 (LEPR).
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ANEXO F

Modelo final de regressdo da Pressdo arterial sistdlica sobre as variaveis

Antropométricas, pressoricas e bioquimicas

R R2 R2 ajustado Erro Padréo
0,972 0,945 0,944 3,373

Fonte SQ al ON F P
Regressao 38090,409 3 12696,803 1115,679 0,000
Residuo 2230,546 196 11,38
Total 40320,955 199
. Variaveis Coeficiente de regressao padrokrjlgzados . b
Independentes b Erro Padréo Beta
Intercepto 6,842 2,071 3,304 0,001
PAD (mmHg) -1,66 0,084 -1,132 -19,838 0,000
PAM (mmHg) 2,638 0,076 1,989 34,66 0,000
Idade (anos) 0,02 0,026 0,014 0,758 0,449

Preditores: Constante, presséo arterial diastélica (PAD), presséo arterial média (PAM), Idade.

Modelo final de regressdao multipla da Pressado arterial sistdlica sobre os polimorfismos

R R2 R2 ajustado nglrr%o
0,522 0,272 0,261 12,572
Fonte SQ gl ON F P
Regressao 7684,746 2,000 3842,373 24,310 0,000
Residuo 20547,615 130,000 158,059
Total 28232,361 132,000
_ Variaveis Coeficiente de regressdo  b-padronizados . b
independentes b Erro Padrao Beta
Intercepto 93,869 4,370 21,482 0,000
Idade (anos) 0,672 0,108 0,466 6,214 0,000
rs1137101 (LEPR) 8,560 2,383 0,269 3,592 0,000

Preditores: Intercepto, ldade, rs1137101 (LEPR).
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ANEXO G

Modelo final de regressao da Pressdo arterial diastdlica sobre as varidveis
Antropométricas, pressoricas e bioquimicas

R R2 R2 ajustado chrjrr(;o
0,985 0,971 0,971 1,66

Fonte SQ al QN F P
Regressao 18220,308 3 6073,436 2203,259 0,000
Residuo 540,287 196 2,757

Total 18760,595 199
. Variaveis Coeficiente de regressao b-padronizados . b
independentes b Erro Padrdo Beta
Intercepto 1,67 1,04 1,605 0,110
PAM (mmHg) 1,347 0,027 1,489 49,238 0,000
PAS (mmHg) -0,402 0,02 -0,59 -19,838 0,000
Idade (anos) 0,011 0,013 0,012 0,877 0,382

Preditores: Constante, presséo arterial média (PAM), pressao arterial diastélica (PAS), Idade.

Modelo final de regressao multipla da Pressao arterial diastélica sobre os polimorfismos

R R2 Rz ajustado ngr%o
0,464 0,215 0,209 8,685

Fonte SQ gl ON F P
Regressao 2703,899 1,000 2703,899 35,846 0,000
Residuo 9881,409 131,000 75,431

Total 12585,308 132,000

Variaveis Coeficiente de regresséo b-padronizados

independentes b Erro Padrao Beta ‘ i
Intercepto 61,315 2,708 22,644 0,000
Idade (anos) 0,446 0,074 0,464 5,987 0,000

Preditores: Intercepto, Idade.
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Modelo final de regressao da Pressao arterial média sobre as varidveis Antropométricas,

ANEXO H

pressoéricas e bioquimicas

R R2 R2 ajustado Erro Padréo
0,994 0,988 0,988 1,186

Fonte SQ gl QN F P
Regresséao 22644,099 3,000 7548,033 5370,007 0,000
Residuo 275,496 196,000 1,406
Total 22919,595 199,000
. Variaveis Coeficiente de regressao b-padronizados . .
independentes b Erro Padrao Beta
Intercepto -0,639 0,746 -0,856 0,393
PAD (mmHg) 0,687 0,014 0,621 49,238 0,000
PAS (mmHg) 0,326 0,009 0,432 34,660 0,000
Idade (anos) -0,001 0,009 -0,001 -0,134 0,893

Preditores: Constante, presséo arterial média (PAD), pressao arterial diastolica (PAS), Idade.

Modelo final de regressao multipla da Pressao arterial média sobre os polimorfismos

R R? R2? ajustado Pg(rjrr%o
0,523 0,273 0,262 9,514
Fonte SQ al QN F P
Regressao 4420,518 2,000 2210,259 24,418 0,000
Residuo 11767,045 130,00 90,515
Total 16187,563 132,000
_ Variaveis Coeficiente de regressao b-padronizados . 5
independentes b Erro Padrao Beta
Intercepto 69,958 3,307 21,156 0,000
Idade (anos) 0,539 0,082 0,494 6,585 0,000
rs1137101 (LEPR) 5,043 1,803 0,210 2,797 0,006

Preditores: Intercepto, Idade, rs1137101 (LEPR).
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ANEXO |

Modelo final de regressado de triglicerideos nas variaveis Antropométricas, pressoéricas e

bioquimicas
R R2 Rz gjustado Erro Padrao
0,972 0,944 0,943 13,54
Fonte SQ gl ON F P
Regressao 603210,703 4,000 150802,676 822517 0,000
Residuo 35751,892 195 183,343
Total 638962,595 199
- Variaveis Coeficiente de regressao b- padronizados . b
independentes b Erro Padréo Beta
Intercepto 7,072 5,903 1,198 0,232
Colest-T (mg/dL) 4,611 0,092 3,309 50,304 0,000
HDL-col (mg/dL) -4,534 0,101 -2,901 -44,882 0,000
LDL-col (mg/dL) -4,764 0,096 -1,205 -49,572 0,000
Idade (anos) 0,048 0,099 0,009 0,490 0,624
Preditores: Intercepto, colesterol total, colesterol HDL (HDL-col), colesterol LDL (LDL-col), ldade.
Modelo final de regressdao multipla dos triglicerideos sobre os polimorfismos
R R2 R2 ajustado PE&';%O
0,263 0,069 0,062 59,715
Fonte SQ al QN F P
Regressao 34637,109 1,000 34637,109 9,713 0,002
Residuo 467134,861 131,000 3565,915
Total 501771,970 132,000
. Variaveis Coeficiente de regresséo b-padronizados . b
independentes b Erro Padrao Beta
Intercepto 51,565 18,618 2,770 0,006
Idade (anos) 1,596 0,512 0,263 3,117 0,002
Preditores: Intercepto, Idade.
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ANEXO J

Modelo final de regressao colesterol total sobre as varidveis Antropométricas, pressoéricas e

bioquimicas
R R2 R2? ajustado Pgélrr%o
0,998 0,995 0,995 2,829
Fonte SQ gl QN F P
Regresséao 327497,118 4,000 81874,279 10227,058 0,000
Residuo 1561,102 195,000 8,006
Total 329058,220 199,000
. Variaveis Coeficiente de regressao b- padronizados . 5
independentes b Erro Padrao Beta
Intercepto 0,058 1,238 0,047 0,963
LDL-col (mg/dL) 0,989 0,006 0,881 165,112 0,000
HDL-col (mg/dL) 1,013 0,015 0,357 67,417 0,000
Triglicerideos (mg/dL) 0,201 0,004 0,281 50,304 0,000
Idade (anos) 0,001 0,021 0,000 0,066 0,948
Preditores: Constante, colesterol LDL (LDL-col), colesterol HDL (HDL-col), triglicerideos, Idade.
Modelo final de regressdao multipla do Colesterol total sobre os polimorfismos
R R? R2 ajustado E”‘Z
Padréo
0,344 0,118 0,105 39,485
Fonte SQ al QN F P
Regressao 27243,338 2,000 13621,669 8,737 0,000
Residuo 202679,339 130,000 1559,072
Total 229922,677 132,000
. Variaveis Coeficiente de regressdo b-padronizados . 5
independentes b Erro Padrao Beta
Intercepto 165,762 13,439 12,334 0,000
Idade (anos) 1,066 0,339 0,259 3,143 0,002
rs17817449 (FTO) -19,052 7,284 -0,216 -2,616 0,010

Preditores: Intercepto, Idade, rs17817449 (FTO).

130



ANEXO K

Modelo final de regressao do Colesterol HDL sobre as varidveis Antropométricas, pressoricas e

bioquimicas
R R2 R2 gjustado PE(;I’r%o
0,982 0,964 0,964 2,736
Fonte SQ o] ON F P

Regressao 39409,516 4,000 9852,379 1316,347 0,000
Residuo 1459,504 195,000 7,485
Total 40869,020 199,000

- Variaveis Coeficiente de regressao b- padronizados . b

independentes b Erro Padrédo Beta
Intercepto 2,421 1,184 2,044 0,042
Colest-T (mg/dL) 0,947 0,014 2,687 67,417 0,000
LDL-col (mg/dL) -0,936 0,015 -2,368 -62,279 0,000
Triglicerideos (mg/dL) -0,194 0,004 -0,769 -49 572 0,000
Idade (anos) 0,001 0,020 0,001 0,045 0,964

Preditores: Constante, colesterol total (Colest-T) , colesterol LDL (LDL-col), triglicerideos, Idade.

Modelo final de regressao multipla do colesterol HDL sobre os polimorfismos

R R2 R2 ajustado ngr%o
0,087 0,008 0,000 14,962
Fonte SQ al ON F P
Regressao 225,042 1,000 225,042 1,005 0,318
Residuo 29325,259 131,000 223,857
Total 29550,301 132,000
. Variaveis Coeficiente de regressao b-padronizados . 5
independentes b Erro Padrdo Beta
Intercepto 57,305 4,665 12,285 0,000
Idade (anos) -0,129 0,128 -0,087 -1,003 0,318

Preditores: Intercepto, Idade.
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ANEXO L

Modelo final de regressao de Colesterol LDL nas varidveis Antropométricas, pressoricas e

bioquimicas
R R2 R2 ajustado ngr%o
0,997 0,994 0,994 2,851
Fonte SQ o] ON F P
Regressao 259965,661 4,000 64991,415 7993,099 0,000
Residuo 1585,534 195,000 8,131
Total 261551,195 199,000
Coeficiente de regresséo b- padronizados
Variaveis independentes t P
b Erro Padréo Beta
Intercepto 0,429 1,247 0,344 0,731
Colest-T (mg/dL) 1,004 0,006 1,126 165,112 0,000
HDL-col (mg/dL) -1,017 0,016 -0,402 -62,279 0,000
Triglicerideos (mg/dL) -0,201 0,004 -0,314 -44 882 0,000
Idade (anos) 0,005 0,021 0,001 0,228 0,820
Preditores: Constante, colesterol total (Colest-T) , colesterol HDL (HDL-col), triglicerideos, Idade.
Modelo final de regressdao multipla do colesterol LDL sobre os polimorfismos
R R2 R2? gjustado Erro Padréo
0,321 0,103 0,089 35,570
Fonte SQ o] ON F P
Regressao 18854,956 2,000 9427,478 7,451 0,001
Residuo 164481,119 130,000 1265,239
Total 183336,075 132,000
- Variaveis Coeficiente de regressao b-padronizados . b
independentes b Erro Padrao Beta
Intercepto 95,558 12,107 7,893 0,000
Idade (anos) 0,896 0,305 0,244 2,934 0,004
17817449 (FTO) -15,602 6,562 -0,198 -2,378 0,019

Preditores: Intercepto, Idade, 17817449 (FTO).
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ANEXO M

Modelo final de regressao da Leptina sobre as varidveis Antropomeétricas, pressoricas e

bioquimicas
R R2 R2? ajustado P;;rr%o
0,694 0,482 0,471 11,394
Fonte SQ al QN F P
Regressao 23532,841 4,000 5883,210 45,315 0,000
Residuo 25316,895 195,000 129,830
Total 48849,736 199,000
. Variaveis Coeficiente de regressdo  b- padronizados . 5
independentes b Erro Padrdo Beta
Intercepto -21,319 9,539 -2,235 0,027
IMC (kg/m?) 1,576 0,120 0,782 13,115 0,000
HDL-col (mg/dL) 0,252 0,064 0,230 3,942 0,000
RCQ -29,491 9,906 -0,197 -2,977 0,003
Idade (anos) 0,074 0,086 0,048 0,852 0,396

Preditores: Constante, indice de massa corporal (IMC), colesterol HDL (HDL-col), razéo cintura/quadril (RCQ), idade.

Modelo final de regressao multipla da Leptina sobre os polimorfismos

R R2 Rz ajustado PE(;';%O
0,202 0,041 0,026 15,982
Fonte SQ o] QN F P
Regressao 1407,732 2,000 703,866 2,756 0,067
Residuo 33204,973 130,000 255,423
Total 34612,705 132,000
- Variaveis Coeficiente de regressdo  b-padronizados . b
independentes b Erro Padrdo Beta
Intercepto 12,162 4,984 2,440 0,016
Idade (anos) 0,131 0,138 0,082 0,949 0,345
rs1801282 (PPARG) 10,751 5,286 0,176 2,034 0,044

Preditores: Intercepto, Idade

151801282 (PPARG).
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