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RESUMO

Introducédo: Muitos estudos tem relacionado a deficiéncia de vitamina D com o risco
para as doencas cronicas, principalmente obesidade e dislipidemia. A vitamina D age
através da ligacdo ao receptor de vitamina D (VDR), o qual forma heterodimeros com
o receptor do retinoide X gama (RXRG). O gene GC codifica a proteina de ligacdo da
vitamina D (DBP), a qual é responsavel pelo transporte da vitamina D na corrente
sanguinea. Considerando que a genética desempenha um papel importante na
etiologia destas doencas, poucos estudos analisam a associacdo de variantes em
genes da rota da vitamina D com parametros antropométricos e biogquimicos
relacionados a estes desfechos. Objetivo: Investigar a associacdo entre
polimorfismos de genes relacionados a rota da vitamina D, rs2228570 (gene VDR),
rs2134095 (gene RXRG), rs7041 (gene GC), e parametros antropométricos e
bioquimicos em uma amostra de adultos. Métodos: Medidas antropométricas e
bioquimicas foram avaliadas em 542 individuos adultos de ambos os géneros em uma
amostra de base populacional. O DNA genémico foi extraido a partir de amostra de
sangue e os polimorfismos foram genotipados pela reagcdo em cadeia da polimerase
(PCR) através de discriminacédo alélica TagMan (Applied Biosystems, Foster City,
CA). As comparacfes dos desfechos entre os gendtipos foram feitas usando ANOVA,
Kruskal-Wallis, qui-quadrado de Pearson ou teste exato de Fisher, e as interacfes
gene-gene foram avaliadas usando modelo linear geral. Resultados: N&o
identificamos nenhum efeito principal dos polimorfismos nos parametros avaliados. No
entanto, ao analisarmos as interacdes gene-gene, detectamos uma interacao
significativa entre os genes RXRG e GC sobre os niveis de colesterol LDL.
Conclusdes: Nossos achados evidenciaram uma interacdo significativa entre
polimorfismos de dois genes da rota da vitamina D, rs2134095 (RXRG) e rs7041 (GC)
sobre os niveis de colesterol LDL, corroborando os achados da literatura que tem
consistentemente relacionado a vitamina D com o perfil lipidico.

Palavras-Chave: 25(0OH)D, VDR, GC, RXRG, perfil lipidico, parametros
antropometricos, parametros bioguimicos.



ABSTRACT

Introduction: Many studies have related vitamin D deficiency with the risk for chronic
diseases, especially obesity and dyslipidemia. Vitamin D acts by binding to the vitamin
D receptor (VDR), which form heterodimers with the retinoid X receptor gamma
(RXRG). The GC gene encoding the binding protein Vitamin D (BPD), which is
responsible for the vitamin D transport in the bloodstream. Considering that genetics
play a significant role in the etiology of these diseases, few studies have analyzed the
association of variants in genes of vitamin D route anthropometric and biochemical
parameters related to these outcomes. Objective: To investigate the association
between gene polymorphisms related to vitamin D route, rs2228570 (VDR gene),
rs2134095 (RXRG gene), rs7041 (GC gene), and anthropometric and biochemical
parameters in a sample of adults. Methods: anthropometric and biochemical
measures were assessed in 542 adults of both genders in a population-based sample.
Genomic DNA was extracted from blood sample and polymorphisms were genotyped
by polymerase chain reaction (PCR) using the TagMan allelic discrimination (Applied
Biosystems, Foster City, CA). Comparisons of outcomes between genotypes were
performed using ANOVA, Kruskal-Wallis test, chi-square test or Fisher's exact test,
and gene-gene interactions were assessed using general linear model. Results: We
have not identified any major effect of polymorphisms in the evaluated parameters.
However, when we analyze the gene-gene interactions, we detected a significant
interaction between RXRG and GC genes on LDL cholesterol levels. Conclusions:
Our findings showed a significant interaction between polymorphisms in two genes of
vitamin D route, rs2134095 (RXRG) and rs7041 (GC) on the levels of LDL cholesterol,
corroborating literature findings that have consistently related to vitamin D with the
profile lipid.

Keywords: 25(0OH)D, VDR, GC, RXRG, lipid profile, anthropometric parameters,
biochemical parameters.
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as doencas cronicas
sdo consideradas problemas de saude que necessitam de acompanhamento
continuo, muitas vezes por um longo periodo. Estas doencas constituem um
problema de saude global, atingindo individuos de todos os perfis socioecondmicos,
especialmente de baixa e média renda. Possuem ainda um forte impacto social e
econdbmico para populacdo, uma vez que acarretam em relevantes efeitos adversos
na qualidade de vida dos individuos afetados, além de causar morte prematura e
gerar efeitos econdmicos para estas familias e para o estado (OMS, 2002; WHO,
2005; BLOOM et al., 2011).

Diversos estudos tem relacionado a deficiéncia de vitamina D com 0 risco
para varias doencas cronicas (PITTAS et al., 2010; CHACKO et al.,, 2011,
MAZZAFERRO; PASQUALLI, 2015). Dentre estas, a obesidade vem sendo alvo da
maioria das investigacdes, jA que ela, junto com a deficiéncia de vitamina D,
atingiram niveis epidémicos em todo o mundo (WORTSMAN et al., 2000;
VIMALESWARAN et al.,, 2013; AFZAL et al.,, 2014). Com isto, os estudos que
discutem a relacdo entre ambas cresceram extensivamente nos Ultimos anos
(POURSHAHIDI, 2015).

Baseado nesta relacdo, h4 evidéncias de que 0s niveis séricos de vitamina D
encontram-se diminuidos em individuos obesos (PARIKH et al., 2004; KONRADSEN
et al., 2008; EARTHMAN et al., 2012). Da mesma forma, uma associacdo entre a
deficiéncia de vitamina D e dislipidemia foi reportada em diversas populagdes,

estando o0s niveis sanguineos desta vitamina inversamente associados com perfil
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lipidico aterogénico (MARTINS et al., 2007; LU et al., 2009; CHENG et al., 2010;
JORDE et al., 2010; SKAABY et al., 2012; PONDA et al.,2012).

Apesar da importancia dos fatores genéticos na etiologia da obesidade e
fendtipos relacionados, o papel das variantes genéticas da rota da vitamina D foi
pouco explorado nos parametros antropométricos e bioquimicos relacionados a
estes desfechos. A maioria dos trabalhos investigou o gene VDR, que codifica o
receptor de vitamina D, em parametros de obesidade, mas com resultados
contraditorios (GU et al., 2009; OCHS-BALCOM et al., 2011, KALETA et al.,2013;
VASILOPOULOS et al., 2013; MUHAMMAD & SAEEDA, 2014; AL-DAGHRI et al.,
2014;). Outros estudos avaliaram o papel dos genes RXRG, que codifica o receptor
RXRG, e do gene GC, que codifica a proteina de ligacdo a vitamina D, tanto nos
parametros antropométricos quanto bioquimicos (PRATLEY et al., 1998; HIRAI et
al., 2000; WANG et al., 2002; JIANG et al., 2007; FOUCAN et al., 2013). Algumas
associacfes foram detectadas, entretanto o niumero de trabalhos publicados com

estes genes ainda é muito pequeno.

1.1 Tema

Estudo de variantes nos genes VDR, RXRG e GC envolvidos na via de
sinalizacdo da vitamina D e sua influéncia sobre os parametros antropométricos e

bioquimicos de uma amostra de adultos.

1.2 Problema

Os polimorfismos rs2228570 (gene VDR), rs2134095 (gene RXRG) e rs7041
(gene GC) influenciam os desfechos antropométricos e bioquimicos da populacéo
estudada?
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral

Investigar a associacdo dos polimorfismos rs2228570 do gene VDR,
rs2134095 do gene RXRG e rs7041 do gene GC com parametros antropométricos e

bioquimicos em uma amostra de individuos adultos.

1.3.2 Objetivos especificos

- Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas para os polimorfismos
rs2228570 do gene VDR, rs2134095 do gene RXRG e rs7041 do gene GC;

- Verificar se existe associacdo entre estes polimorfismos e os parametros
antropométricos: indice de Massa corporal (IMC), Relacdo Cintura-Quadril (RCQ), e

Percentual de Gordura Corporal (%GC);

- Verificar se existe associacao entre estes polimorfismos e o perfil lipidico

(colesterol total, colesterol HDL e LDL e triglicerideos) e glicemia.

- Verificar se as interacdbes gene-gene influenciam nos valores

antropomeétricos e bioguimicos citados.

1.4 Justificativa

As doencas cronicas sdo consideradas as principais causas de morte no
mundo, além de serem responsaveis pela perda da qualidade de vida dos individuos
e fortes impactos econdémicos, tanto para as familias quanto para a sociedade em
geral (WHO, 2011; SCHMIDT et al., 2011; WHO, 2013). Dentre estas, obesidade e
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dislipidemia possuem um importante papel como fatores de risco para o
desenvolvimento da doenca cardiovascular (DCV), a qual representa a primeira
causa de obito no Brasil (EICHNER et al., 2010; BRASIL, 2011c).

A relacdo da vitamina D com as doencgas crbnicas tem sido muito explorada
na literatura, onde diversos estudos relacionam a deficiéncia desta vitamina a
desfechos relacionados a obesidade e dislipidemia. Cabe ressaltar também que os
fendtipos relacionados a estes desfechos apresentam um importante componente
genético. Considerando a importancia dos fatores genéticos na etiologia das
doencas crbnicas, bem como a relagdo da vitamina D com estas patologias, é
relevante investigar se as variantes relacionadas ao metabolismo desta vitamina

desempenham algum papel no perfil lipidico e nos parametros antropométricos.

Com isto, entender e identificar os fatores que influenciam nestas doencas se
torna cada vez mais importante, possibilitando assim, em um primeiro momento,
auxiliar na compreensao das doencas cronicas e sua etiologia. No futuro, estas
informacBes podem também contribuir para um diagnostico mais efetivo, visando
identificar os individuos mais propensos a desenvolver uma determinada doenca;

bem como no manejo dos pacientes, melhorando sua qualidade e estilo de vida.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Vitamina D

Substancias organicas essenciais para as reacdes metabdlicas nos seres
vivos, as vitaminas devem ser obtidas através da dieta, visto que ndo podem ser
sintetizadas por via endodgena, com exce¢do para a vitamina D, a qual pode ser
sintetizada na pele quando exposta a radiacdo ultravioleta B (UVB) (HOUTARI;
HERZIG, 2008). Pertencente ao grupo de compostos lipossoliveis, a vitamina D
abrange compostos de origem vegetal (vitamina D2 ou ergocalciferol) ou animal
(vitamina D3 ou colecalciferol). Responsaveis principalmente pela manutencdo do
equilibrio do metabolismo 6sseo, ambos sdo metabolizados pela mesma via e
produzem metabdlitos ativos com efeitos bioloégicos equivalentes (FIGURA 1)
(OLIVEIRA; LEMOS, 2010).
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Figura 1 - Nomenclatura e estrutura quimica dos precursores e metabdlitos da

vitamina D
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Fonte: Adaptado de Oliveira e Lemos (2010, p. 4).

A vitamina D pode ser obtida através da dieta ou por acao da luz solar sobre a
pele. A exposicdo da pele aos raios ultravioletas da luz solar induz a converséo
fotolitica de 7-dehidrocolesterol (7DHC) em pré-vitamina Ds;. Apds, ocorre a
isomerizacdo térmica da vitamina Ds. Esta, apds 24 horas forma homodimeros,
transformando-se assim em vitamina D (PREMAOR & FURNALETT, 2006).

No intestino delgado ocorre a absor¢cdo da vitamina D, e vitamina Dgs
proveniente da dieta, a qual, juntamente com a vitamina D endbgena, é transportada
até o figado pela proteina de ligacdo da vitamina D (DBP) e em menor proporcao
pela albumina. No figado, sofre hidroxilacdo pela acdo da enzima 25-hidroxilase
(CYP27A1), a qual incorpora um radical hidroxila na posi¢cdo 25 da molécula da
vitamina D, produzindo a 25-hidroxivitamina D [25(OH)D], conhecida também como
calcidiol. Mesmo tendo pouca atividade biolégica, a 25(OH)D € a forma circulante
mais abundante, sendo considerada o marcador do estado nutricional da vitamina D
em humanos. O figado é o reservatério usual da vitamina D, e além deste, o tecido
adiposo também pode atuar como reservatério (VALDIVIELSO; FERNANDEZ, 2006;
THACHER; CLARKE, 2011).

A 25(OH)D circula ligada as proteinas carreadoras (DBP) até o rim, onde nas
mitocondrias dos tubulos contornados proximais sofre nova hidroxilacdo, resultado
das enzimas 1a-hidroxilase (CYP27B1) ou 24-hidroxilase (CYP24A1). Como
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produtos desta hidroxilagdo sado gerados, respectivamente, a 1,25—dihidroxivitamina
D [1,25 (OH),D ou calcitriol], a forma mais ativa, e a 24,25-hidroxivitamina D
[24,25(0OH)2D], um metabdlito inativo hidrossoluvel (DELUCA, 2004; THACHER,;
CLARKE, 2011) (FIGURA 2).

A vitamina D realiza suas funcfes biolégicas por meio da sua ligagdo a
receptores nucleares VDR, 0s quais se encontram expressos em ceélulas como
epitélio do intestino delgado, tubular renal, células hematopoiéticas, linfocitos,
células epidérmicas, células pancreaticas, miocitos e neurdnios (MITHAL et al.,
2009; MARQUES et al., 2010). Os receptores nucleares VDR agem por meio da
heterodimerizagdo com o receptor do retinoide X gama (RXRG), formando um
complexo que se liga em regifes de elementos de resposta a vitamina D (VDRE), e
controlam a expressao de varios genes, ndo somente do metabolismo do calcio e
musculo esquelético, mas também de diferenciagdo e proliferacdo celular
(ANDERSON et al, 2003; DING et al, 2012; KIENREICH et al., 2013;
VIMALESWARAN et al., 2014).
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Figura 2 - Metabolismo da vitamina D
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Fonte: Adaptado de AHN et al. (2009) e OBI et al. (2015).

O status da vitamina D é comumente avaliado através dos niveis séricos do
metabolito 25(0OH)D, o qual reflete melhor o armazenamento do que 1,25(OH)D. A
maioria dos especialistas definem que valores <20ng/mL de 25(OH)D indicam
deficiéncia, valores entre 21 e 29ng/mL indicam insuficiéncia relativa e niveis
>30ng/mL indicam suficiéncia (HOLICK, 2007). Ao contrario da 25(OH)D, a
1,25(0OH),D tem seus niveis séricos fortemente controlados por mecanismos de
retroalimentacdo, e sua concentracdo plasmatica regulada a partir dos niveis de
25(0OH)D3; e da atividade das enzimas 1a-hidroxilase e 24-hidroxilase (PREMAOR,;
FURNALETT, 2006). A enzima 1a-hidroxilase, por sua vez, € regulada pelo
paratorménio (PTH), pela concentragcdo de fdosforo e pelos niveis séricos de
1,25(0OH),D. Com o aumento de PTH e hipofosfatemia a enzima é estimulada a
sintetizar 1,25 (OH),D (TAKEYAMA et al., 1997; DUSSO; BROWN; ALATOPOLSKY,
2005).
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2.2 Deficiéncia de vitamina D e sua relagdo com obesidade e dislipidemia

Nos ultimos anos, muitos trabalhos tém enfocado a deficiéncia de vitamina D
e sua relacdo com outras doencas (PALACIOS & GONZALEZ, 2014). A deficiéncia
de vitamina D é considerada um importante problema de saude publica mundial,
tendo em vista suas implicacdes no desenvolvimento de diversas doencas como
diabetes, osteoporose, obesidade, doencas cardiovasculares, hipertensdo e
dislipidemia (WORTSMAN et al., 2000; HOLLICK, 2007; FORMAN et al., 2007; LIRA
et al.,, 2011; DING et al., 2012).

A obesidade tem sido consistentemente associada com a deficiéncia de
vitamina D, embora ainda ndo haja evidéncias consistentes para a causal relacédo
entre estes eventos (HOLICK, 2008; KAIDAR et al., 2008; EARTHMAN et al., 2012).
Autores sugerem que o tecido adiposo atua como um grande local de
armazenamento desta vitamina e, em virtude deste depdsito nos adipécitos, a
biodisponibilidade desta vitamina é reduzida nos individuos obesos (SU & ZEMEL,
2008).

Os baixos niveis circulantes de 25(OH)D sdo comuns na obesidade, bem
como uma relacdo inversa entre as concentragbes seéricas de 25(0OH)D e IMC,
percentual de gordura corporal e circunferéncia da cintura foram confirmados em
muitos estudos (PARIKH et al., 2004; SNIJDER et al., 2005; VILARRASA et al.,
2007; KONRADSEN et al., 2008; ZUKOWSKA-SZCZECHOWSKA & KISZKA, 2011;
EARTHMAN et al., 2012; DING et al., 2012, PEREIRA et al., 2015).

O perfil lipidico parece também estar importantemente associado com a
deficiéncia de vitamina D. No entanto, o exato mecanismo pelo qual a deficiéncia de
vitamina D influencia na dislipidemia ndo esta completamente compreendido
(JOHNSON et al., 2009; KARHAPAA et al., 2010; JORDE & GRIMNES, 2011).
Estudos que investigam a associagdo entre niveis de 25(OH)D e perfil lipidico
observam que baixos niveis séricos de 25(OH)D estéo relacionados com um perfil
lipidico menos saudavel (JORDE et al., 2010; VACEK et al., 2012). Dentro deste

contexto, niveis significativamente elevados de colesterol total e colesterol LDL, bem
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como niveis mais baixos de colesterol HDL, tém sido observados em individuos com
deficiéncia de vitamina D (JORDE et al., 2010, VACEK et al., 2012).

2.3 A genética nos fenotipos relacionados a obesidade

As doencas crbnicas possuem uma heranca multifatorial, onde fatores
ambientais e genéticos interagem, gerando uma susceptibilidade para o
desenvolvimento dos fendtipos (MIRANDA et al., 2008; WHO, 2009). Dentre as
doencas crdnicas, aquelas mais relacionadas a obesidade, como dislipidemias,
diabetes e doenca cardiovascular apresentam um importante componente genético
na sua etiologia (DENG et al., 2001; BELL et al.,, 2005; WALLACE et al., 2008;
KATHIRESAN et al., 2008).

Estudos tém demonstrado que o peso corporal e a obesidade sao fortemente
influenciados por fatores genéticos, cujas estimativas de herdabilidade, calculadas
através de estudos de gémeos monozigoticos e dizigoticos, variam de 50% a 80%
(STUNKARD et al.,, 1986; SORENSEN et al., 1998; LIU et al., 2005). Da mesma
forma, IMC e massa gorda, dois importantes indices de obesidade, também
possuem forte determinacéo genética, com herdabilidade de 40 a 70% (DENG et al.,
2001; BELL et al., 2005). Para os tracos lipidicos, as estimativas de herdabilidade
também séo elevadas, variando de 40 a 60% para o colesterol HDL, 40 a 50% para
colesterol LDL e 35 a 48% para triglicerideos (WEISS et al., 2006).

Muitos estudos de associacdo com genes candidatos ja foram realizados para
identificar os genes envolvidos nestas doencas, porém os resultados ainda séo
divergentes (MANOLIO et al., 2008). Mais recentemente, estudos com uma
abordagem mais ampla, como os GWAS (Genome Wide Association Studies), vem
sendo publicados. Estes analisam variantes ao longo de todo o genoma, no intuito
de verificar polimorfismos associados com os fenétipos (KU et al., 2010). Para
praticamente todos os fendtipos relacionados a doencas crbnicas ja temos
resultados de GWAS. Tanto para obesidade quanto para dislipidemias, alguns genes
ja foram identificados, como por exemplo, gene FTO, MC4R, NPC1, PTER, MAF,
NRXN3, KCNMA1, PAX5, CTNNBL1, NEGR1 para obesidade (SCUTERI et al.,
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2007; LIU et al., 2008; COTSAPAS et al, 2009; NORRIS et al., 2009; JIAO et al.,
2011; WANG et al, 2011; PATERNOSTER et al., 2011; MELKA et al. 2012); e gene
APOE, PCSK9, CETP, LIPC, LPL, APOAS5 para lipidios (SING & DAVIGNON et al.,
1985; ORDOVAS et al.,, 1987; GUERRA et al., 1997; WITTRUP et al., 1999;
PENNACCHIO et al., 2002; LAI et al., 2004; COHEN et al., 2005; BOEKHOLDT et
al., 2005).

Embora ja tenhamos um grande numero de trabalhos publicados com as
abordagens citadas acima, as variantes identificadas ainda estdo longe de explicar
os valores de herdabilidade encontrados para estes fendétipos. Desta idéia, surge o
conceito de herdabilidade perdida, o qual pode ser explicado pelo fato de que nao
levamos em consideracdo as interacdes gene-gene nestes estudos (ROVARIS et al.,
20013). Dentro deste panorama, estudos de associacao com fendtipos quantitativos,
bem como avaliar as interacdes gene-gene e gene-ambiente poderiam nos auxiliar a

entender este aparente paradoxo.

Diante da importancia da vitamina D nestes fenaétipos, verifica-se que poucos
estudos em genes desta via foram realizados. Dentre estes, 0s genes mais

estudados foram os VDR, RXRG e GC que discutiremos nos proximos tépicos.

2.3.1 Gene VDR

As ac0Oes da 1,25 (OH),D sdo mediadas pelo receptor da vitamina D, VDR, o
qual é um receptor nuclear, pertencente a familia dos receptores esteroides de
classe 2. Seu mecanismo de agéo € baseado no reconhecimento de uma sequéncia
especifica na fita de DNA, permitindo o reconhecimento e acoplamento do VDR
(MANGELSDORF; EVANS 1995; HAUSSLER et al., 1998; DELUCA, 2004).

Localizado no cromossomo 12, na posi¢do 12q13.1, o gene responsavel pela
sintese da proteina VDR possui cerca de 100kb e consiste basicamente em 9 éxons
distribuidos entre as regides 5 promotora e 3’ regulatéria. Nesta dltima regido
identificou-se variacbes genéticas em humanos, estando assim envolvida na

modulacdo da expressdo genética, principalmente através da regulacdo da
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estabilidade do RNA mensageiro (DECKER; PARKER, 1995; MIYAMOTO et al.,
1997).

No gene VDR, a maioria dos polimorfismos localiza-se em regides
regulatorias, podendo assim determinar alteracfes na expressao genética, mas nao
mudancas estruturais na sequéncia dos aminoacidos da proteina sintetizada
(UITTERLINDEN et al., 2004). Os polimorfismos mais estudados desse gene
encontram-se proximos a regiao 3’ UTR (FIGURA 3), e a maioria dos trabalhos que
se propuseram a estudar estes, avaliaram os polimorfismos Fokl (rs2228570), Bsml
(rs1544410), Apal (rs7975232) e Taql (rs731236) (UITTERLINDEN et al., 2004).

O polimofismo rs2228570, deriva de uma substituicdo citosina-timina (C-T) na
juncao do intron 1 com o éxon 2, gerando um cédon de inicio adicional (ACG-ATG),
3 codons proximais ao local do inicio da transcri¢cdo. Definida como T (cédon ATG),
a presenca deste nucleotideo resulta em uma proteina do VDR produzida de forma
completa, enquanto a variante definida como C (c6don ACG), sintetiza uma versao
levemente truncada da proteina do VDR, com trés aminoacidos a menos (ARAI et
al., 1997).

Derivada do alelo T, a verséo longa desta proteina apresenta o aminoacido
metionina na primeira posi¢cdo, enquanto que a versao curta, derivada do alelo C,
apresenta este aminoacido na posicdo 4. Estudos in vitro demonstraram maior
atividade transcricional da proteina curta, o que consequentemente poderia
ocasionar maior funcionalidade do VDR, modificando o efeito determinado pela
vitamina D em diferentes células e tecidos. Whitefield e colaboradores (1995)
avaliaram a funcionalidade dos genotipos relacionados ao local de restricdo Fokl e
evidenciaram que os individuos com auséncia desse local (C) tinham uma ativacdo

de transcricdo mais eficiente.
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Figura 3 - Gene VDR
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Fonte: Adaptado de Uitterlinden et al. (2004).

Este gene ja foi analisado para o risco de varias doencas, como insuficiéncia
renal crbnica (TSUKAMOTO et al., 1996), Lupus Eritematoso Sistémico (LES)
(KAMEN, 2010), doencas cardiovasculares (MURAY et al., 2003; ORTLEP et al.,
2005), bem como algumas neoplasias (cancer de mama, pele, colon, ovario e
bexiga) (KOSTNER et al, 2009). Entretanto, a maioria dos estudos de associagao

com este gene estéa direcionada para fenotipos relacionados a obesidade.

Considerando o foco do presente trabalho e o nimero de trabalhos, estes

estudos estdo descritos na Tabela 1.



Tabela 1 - Estudos realizados com polimorfismos do gene VDR
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Polimorfismos Populagdo N Fenatipo Principais achados Referéncia
avaliado
rs1544410, Francesa 452 (309 DM2 Associacdo do gendtipo TT do rs731236 YE et al.; 2001.
rs7975232 e casos e 143 com IMC e aumento da prevaléncia da
rs731236 controles) obesidade. Resultados similares foram
observados com gendtipo AA do
rs1544410
rs2228570 Espanhola 155 casos Diabetes Associacao do alelo C do polimorfismo  MARTI G, et al.,
280 controles  mellitu tipo 1 rs2228570 com aumento a 2004.
(Barcelona) (DM1) susceptibilidade para DM1.
89 casos
116 controles
(Navarra)
rs1544410 e Polonesa 176 Medidas Associacdo do gendtipo GG do FILUS etal., 2008.
rs2228570 antropométrica rs1544410 com IMC e circunferéncia da
S e parametros cintura, e genétipo CC e CT do
bioquimicos  rs2228570 com niveis de insulina em
jejum elevados.
rs7975232, Chinesa 1.215 Obesidade  Associacdo do rs11568820 com IMC, GU et al., 20009.
rs10735810, massa gorda e percentual de gordura.
rs11568820

(Continua...)



(Continuagéao)
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Polimorfismos Populagéo N Fenotipo Principais achados Referéncia
avaliado

rs2228570, Indiana 260 (100 DM2 Associagcdo do polimorfismo rs731236 BID et al., 2009.
rs1544410 e casos e com relacdo cintura-quadril.

rs731236 160

controles)

rs11568820, Americana 1.773 Adiposidade  Associacdo do polimorfismo rs3782905 OCHS-BALCOM
rs7299460, mulheres (IMC com fendtipos de adiposidade. A média et al., 2011.
rs10783219, circunferéncia da circunferéncia da cintura para as

rs7136534, da cintura e mulheres com o genétipo GG do

rs3890734, altura rs3782905 foi de 4,4 cm maior. Nenhum

rs4760648, abdominal) efeito para o polimorfismo rs2228570,

rs2853564, "~ foi observado.

rs2228570 ,

rs2239186,

rs3782905,

rs3819545,

rs2239179,

rs1540339,

rs739837

(Continua...)



(Continuagéao)
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Polimorfismos Populagéo N Fenotipo Principais achados Referéncia
avaliado
1544410, Brasileira 243 Sindrome  Associacdo do polimorfismo rs2228570 SCHUCH et al.,
2228570 Metabodlica com triglicerideos elevados e menores 2013.
niveis de HDL.
rs731236 Grega 184 (82 Obesidade Associagdo do alelo T com IMC e VASILOPOULOS
obesos e 102 obesidade. et al., 2013.
controles)
rs1544410 e Polonesa 252 (152 IMC, Nenhuma  associagcdo entre o0s KALETAetal.,
rs2228570 pacientes parametros polimorfismos e 0s  parametros 2013.
com inflamatorios, analisados foi observada.
obesidade hipertensao
morbida e arterial,
100 controles dislipidemia e
saudaveis) hiperglicemia
rs2228570 Britanica, 5.224 IMC e Nenhuma associacao entre o VIMALESWARAN
Inglesa, participantes circunferéncia polimorfismo e 0s parametros et al., 2013.
Escocesa da cintura. analisados foi observada.
rs2228570 Karachi 100 Obesidade Associacdo do gendtipo CC do LUCKY etal.,
individuos polimorfismo rs2228570 com 2014.
(50 obesos e obesidade.
50 normais)
rs1544410, Saudita 891 (402 Obesidade Associacédo do alelo G do polimorfismo AL-DAGHRI et
rs7975232 e obesos e 489 rs731236 e alelo T de rs1544410 com al., 2014.
rs731236 controles) maiores valores de IMC.

(Continua....)



(Concluséao)

Polimorfismos Populagédo N Fenotipo Principais achados Referéncia
avaliado
rs1544410 e Chinesas 791 (391 Sindrome Associacdo do genoétipo GG nos casos ZHAO et al., 2014
rs2228570 casos e metabdlica  com circunferéncia de cintura, e
400 genotipo CC com menor IMC.

controles)
rs7975232, Marroquina 353 (176 DM2 Associacdo do polimorfismo ERROUAGUI et
rs10735810, casos e rs10735810 com o aumento dos niveis al., 2014.
rs1544410 177 de colesterol total, colesterol LDL,

controles) colesterol HDL e triglicerideos.

Fonte: Da autora (2015).
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Observando os estudos descritos na tabela, de uma maneira geral, os
resultados ainda sdo conflitantes. Podemos verificar que a maioria dos estudos
encontrou associacdo positiva com polimorfismos do gene VDR e fendtipos
relacionados a obesidade, e trés estudos, cujos polimorfismos também foram
analisados nos estudos com resultados positivos, ndo encontrou nenhuma

associacao.

2.3.2 Gene RXRG

Os receptores do retindide X (RXRs) exercem um papel importante no
desenvolvimento e na regulacdo dos processos metabdlicos e da fisiologia adulta.
Participam ainda da formacédo de heterodimeros com outros receptores nucleares,
permitindo assim efeito sobre varias vias biol6gicas (SZANTO et al., 2004). Os
RXRs, através da ativacdo de complexos de receptores nucleares, funcionam como
reguladores-chave do metabolismo da glicose, do colesterol e de acidos graxos
(AHUJA et al., 2003). Os receptores dos RXRs sao codificados por trés genes
distintos localizados no cromossomo 9 (RXRA); 6 (RXRB) e no cromossomo 1
(RXRG) (SZANTO et al., 2004; GERMAIN et al., 2006).

O gene RXRG esta localizado no cromossomo 1g21-g23 (FIGURA 4) e forma
heterodimeros com o acido retindico, horménio da tiredide e receptor de vitamina D,
aumentando a ligagdo ao DNA e a fungao transcricional em seus respectivos
elementos de resposta (PAJUKANTA et al., 1998). E expresso principalmente no
cérebro, musculo, pele, intestino, pulméo e tecido adiposo (DAWSON; XIA, 2012).

A relacéo entre polimorfismos do gene RXRG e o fenétipo da obesidade ainda
€ pouco abordada nos estudos de associacdo. Vimaleswaran e colaboradores
(2014), ao analisar a associacdo de 23 polimorfismos do gene RXRG e
caracteristicas metabdlicas, verificaram que os polimorfismos rs3753898 e rs283695
mostraram uma associacdo significativa com a RCQ e LDL. Em outro estudo cujo
objetivo foi investigar o papel do gene RXRG na susceptibilidade genética para

hiperlipidemia familiar combinada, verificou-se que o alelo A do rs283696 foi


http://en.wikipedia.org/wiki/Retinoic_acid_receptor
http://en.wikipedia.org/wiki/Thyroid_hormone_receptor
http://en.wikipedia.org/wiki/Calcitriol_receptor
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associado com a hiperlipidemia, enquanto que os alelos G do rs10918169 e T do
rs2651860 foram mais frequentes nestes individuos (SENTINELLI et al., 2013).

Figura 4 - Localizagdo do Gene RXRG
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Fonte: Gene Card (2004, texto digital).

2.3.3 Gene GC

O gene GC (Group-specific component—GC), conhecido também como DBP,
esta localizado no cromossomo 4g12-q13 e codifica a proteina de ligagéo a vitamina
D (DBP), a qual esta envolvida em diversas fungdes biologicas importantes, como o
transporte e armazenamento de vitamina D, desenvolvimento 6sseo e modulacéo de
respostas inflamatorias e imunitarias (WITKE et al., 1993; WHITE; COOKE, 2000;
GOMME; BERTOLINI, 2004, CHUN, 2012). Apesar de mais de 120 formas variantes
de DBP, um dos polimorfismos mais estudados neste gene é rs7041, um
polimorfismo do tipo SNP (Single Nucleotide Polymorphism) responsavel pela
substituicdo de um &cido aspartico por um acido glutamico na posicdo 416 do
aminoéacido de DBP (GRZEGORZEWSKA et al., 2015).

Assim como no gene RXRG, nos estudos de associacdo, a relacdo entre o
gene GC e o fendtipo da obesidade também é pouco abordada. Foucan e
colaboradores (2013), ao avaliar a associacao entre o status de vitamina D, perfil
antropométrico e polimorfismos no gene GC, observaram que o genoétipo TT do
rs2298849 foi associado com deficiéncia de vitamina D e excesso de peso. Ja Jiang
e colaboradores (2007) investigaram a relacao de entre 14 polimorfismos neste gene
e tracos associados a obesidade (IMC e percentual de gordura corporal) e,
verificaram uma associacgao significativa entre o rs17467825 e percentual de gordura

corporal.
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Além disto, outros estudos que analisam variantes deste gene tém associado
estas com tolerancia a glicose e secrec¢do de insulina (BOUCHER, 1998; PANI et al.,
1999; McGRATH et al., 2010; AHN et al., 2010; WANG et al., 2010). Corroborando a
importancia destes achados, dois Genome Wide Association Studies (GWAS)
encontraram associagfes de polimorfismos no gene GC com o0s niveis circulantes de
vitamina D (AHN et al., 2010; WANG et al., 2010). Somado a isto, diversos outros
trabalhos também detectaram associacfes entre variantes neste gene e 0s niveis
circulantes da vitamina (SPEECKAERT et al., 2006, LU et al., 2012; THONGTHAI et
al., 2015).

2.4 Interacao gene-gene

Os estudos GWAS (Genome-Wide Association) sdo responsaveis por analisar
a associacao entre um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) e uma caracteristica
complexa de interesse (OH et al., 2012). No entanto, os SNPs identificados nestes
estudos explicam apenas uma pequena fragcdo da etiologia da doenca, tendo em
vista que sédo ignorados multiplos genes e/ou a sua interacao (KIM; PARK, 2015).
Sendo assim, uma nova alternativa para a compreensdo da etiologia das
caracteristicas complexas comuns da doenca é a analise das interacfes entre gene-
gene (KIM; PARK, 2015).

As interacbes gene-gene baseiam-se principalmente na analise de genes
cujas proteinas estdo envolvidas em uma mesma rota. No caso da vitamina D, o
receptor VDR age por meio da heterodimerizacdo com o receptor RXRG. Este
complexo formado entre VDR-RXRG se liga ao DNA em regides de elementos de
resposta a vitamina D (VDRE) (MEYER et al., 2010). Diversas isoformas de RXR
servem como parceiros diméricos para o VDR na ligacdo aos VDRES, no entanto,
verificou-se que o RXRG liga-se mais avidamente ao VDR do que as outras
isoformas (JIN et al., 1996).

Alguns estudos bioquimicos e moleculares recentes revelam que a interacao
VDR-RXR ocorre através de varias regides a-helicoidais dentro dos dominios de
ligacdo ao ligando das duas proteinas (WHITEFIELD et al., 1995; JIN et al., 1996). A
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interacdo entre VDR-RXR ndo € dependente da presenca de &cidos nucléicos,
sugerindo desta forma que sua formacao, induzida pelo ligando do complexo de
proteinas, pode preceder a sua interacdo com o DNA (CHESKIS; FREEDMAN,
1996; LOVE et al., 2002). Outros estudos indicam que a ligacdo de RXR com VDR
pode ocorrer no citoplasma, bem como o RXR pode ser fundamental no transporte
citoplasmatico do VDR para o nucleo (PRUFER et al., 2000).

Vimaleswaran e colaboradores (2014) desenvolveram o primeiro estudo com
0 propdsito de examinar as interagdes entre os genes VDR e RXRG sobre as
caracteristicas metabolicas. Neste, observaram em uma coorte diversas interacdes
SNP-SNP em vérios resultados metabdlicos, como a Relacao Cintura Quadril (RCQ),

niveis séricos de triglicerideos e colesterol LDL.
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3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

3.1 Tipo de pesquisa

O presente estudo é classificado como um estudo transversal e os dados
utilizados estdo vinculados ao projeto de pesquisa intitulado “Aspectos
nutrigenéticos de parametros bioquimicos e antropométricos: implicacdes para
saude humana”, j& aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (COEP) sob o
numero de protocolo 110/11.

A amostra foi composta por 542 individuos adultos, com idade entre 18 e 60
anos, de ambos o0s géneros. Os participantes eram professores, alunos e
funcionarios do Centro Universitario UNIVATES, atendidos no Ambulatério de
Nutricdo da UNIVATES, onde foi realizado o convite aos participantes. Apds o
aceite, foi realizada a anamnese nutricional e avaliagdo nutricional. No mesmo
momento, foi agendada outra data para a coleta de sangue, realizacao das medidas
de circunferéncias e exame de BIA. Os participantes que nao aceitaram participar da
pesquisa receberam o tratamento padrao do Ambulatério de Nutricdo, sem qualquer

prejuizo no atendimento.
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3.2 Critérios de excluséao

Os critérios de exclusdo foram as seguintes condicbes auto relatadas:
presenca de nefropatias, distarbios de coagulagdo, doenca infecto-contagiosa,
doenca renal, doenca adrenal, gravidez, cancer e doenca mental que impedisse a

compreensao do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.3 Anamnese Nutricional

Caracterizada por um conjunto de questfes sobre o estilo de vida, habitos
alimentares, historico familiar e perfil s6cio econdmico do participante, a anamnese

nutricional (ANEXO B) foi aplicada durante a consulta no Ambulatorio de Nutri¢&o.

3.4 Avaliacdo antropomeétrica

Durante a consulta no Ambulatério de Nutricdo foi medida a altura e o peso
dos participantes. A altura foi aferida com o auxilio do estadidmetro da marca Wiso,
com o participante descalgco, tendo calcanhares, glateos, costas e cabeca
encostados na parede. Para medida de peso fez-se uso de um jaleco e utilizou-se a
balanca antropométrica adulto Welmy®.

Indicador simples do estado nutricional, o IMC foi calculado da seguinte
forma: IMC (kg/m2) = Peso atual (kg) / Estatura (m) elevada ao quadrado.
Classificou-se o estado nutricional de acordo com a recomendac¢édo da organizacao

mundial de saude para individuos adultos (WHO, 2000).

Foram medidas as circunferéncias de quadril, cintura e relacdo cintura-quadril,
onde utilizou-se fita inelastica marca Cescorf® e seguiu-se as recomendacdes da
WHO (2008). A razéao cintura-quadril (RCQ) foi obtida pela divisdo dos perimetros da

cintura (cm) e do quadril (cm). Através do exame de bioimpedancia (BIA) obteve-se
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os resultados de percentual de gordura corporal, massa magra, massa de gordura,
taxa de metabolismo basal e total de agua no corpo. O exame foi realizado através
de bioimpedancia Biodynamics tetrapolar marca Conmed®, sendo que para
realizacdo da técnica o participante seguiu as recomendacdes estipuladas pela
Associacdo Médica Brasileira e Conselho Federal de Medicina (2009) e normas do
Ambulatério de Nutricdo como realizar jejum de pelo menos 4 horas; ndo praticar
exercicios fisicos nas Ultimas 12 horas; ndo ingerir bebidas alcodlicas, cafeina,
chimarréo, refrigerantes nas ultimas 24 horas; suspender o uso de medicamentos
diuréticos nas ultimas 24 horas; ndo fumar nas ultimas 5 horas; e para as mulheres,
ndo estar em periodo pré ou menstrual; e no momento do exame, retirar objetos de

metal presos ao corpo.

3.5 Coleta de sangue

A coleta de sangue foi realizada no Ambulatério de Nutricdo em turno diurno,
sendo que para o procedimento o paciente ficou deitado em maca e a coleta foi
realizada por profissional treinado. Utilizou-se para a coleta material descartavel e
EPI's (Equipamentos de Protecao Individual), para evitar qualquer possibilidade de
contaminacgdo. Os participantes receberam a orientacdo da pratica de jejum de 8 a
12 horas. Foram coletados 10 ml para as dosagens bioquimicas e extracdo de DNA.
Caso o paciente tenha relatado dor ou desconforto, a coleta foi suspensa e

reagendada.

3.6 Avaliacdo Bioquimica

As dosagens bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Andlises
Clinicas da Instituicdo, com kits de reagentes da marca Bioclin® em equipamento
Mindray BS120. Foram analisados glicose em jejum e os marcadores de perfil
lipidico: Colesterol Total (CT), Colesterol HDL e Triglicerideos (TG). A confiabilidade

das analises foi assegurada pela utilizacdo de controles comerciais patologicos e
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normais. A concentracdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL) foi estimada
através da Equacéo de Friedewald: CT-HDL—(TG/5).

3.7 Extracédo de DNA e Genotipagem

A extracdo de DNA foi realizada no Laboratério de Biotecnologia e Biologia
Molecular da Instituicdo, a partir da técnica descrita por Lahiri € Nurnenberger
(1991). ApoOs a extragdo, as amostras de DNA foram quantificadas utilizando
espectrofotometria de densidade O6ptica em equipamento L-Quant®, sendo
posteriormente armazenadas a - 4°C. Os polimorfismos, rs2228570 (VDR),
rs2134095 (RXRG) e rs7041(GC), foram genotipados pela técnica de discriminacéo
alélica TagMan (Applied Biosystems, Foster City, CA), em equipamento de PCR em
Tempo Real StepOne (Applied Biosystems), de acordo com o protocolo do

fabricante.

3.8 Andlise Estatistica

Os dados foram tabulados em um banco de dados no Software SPSS®
versdo 20.0, sendo os testes estatisticos realizados pelo mesmo programa. As
frequéncias alélicas foram estimadas por contagem direta e o equilibrio de Hardy-
Weinberg calculado pelo teste qui-quadrado de Pearson. Os testes estatisticos
realizados foram ANOVA ou Kruskal-Wallis e qui-quadrado de Pearson ou teste
exato de Fisher, dependendo do tipo (qualitativo ou quantitativo) e distribuicéo
(normal ou ndo normal) dos desfechos investigados. Para estas analises utilizou-se
um valor de alfa de 0.05. As interacGes gene-gene foram avaliadas usando modelo
linear geral (GLM). O alfa adotado foi de 0.008 (trés polimorfismos independentes x
dois grupos de variaveis, aBonferroni = 0.05/6). As variaveis idade e género foram
testadas como possiveis confundidores nas analises de associacdo. Entretanto, ndo

foram estatisticamente associadas com os fatores investigados nesse estudo, de
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maneira que os modelos apresentados ndo precisaram ser ajustados por essas

variaveis.

3.9 Questdes Eticas

Os possiveis riscos ao paciente podem ter sido o desconforto durante a
entrevista e afericdo das medidas antropométricas ou durante a coleta de sangue.
Este risco foi minimizado pela realizacdo de treinamento e pelas técnicas serem
realizadas por pesquisadores treinados. O beneficio da participacdo na pesquisa foi
a disponibilidade dos exames bioquimicos impressos e assinados em laudos, e 0s
resultados do exame de Bioimpedancia (BIA). A identificacdo dos participantes foi

mantida em sigilo identificada através de numeracéo.
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4 RESULTADOS

Dos participantes, a média de idade foi 24 anos (+7,0), sendo na sua maioria
mulheres (77,1%). A descricdo das varidveis analisadas em relagdo as
caracteristicas clinicas e laboratoriais da amostra estdo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais da amostra

Grupo amostral

(n=542)
Idade (anos) 24,0 (7,0)
Género (homens) 124 (22,9)
Parametros antropométricos
Peso (kg) 68,1 (13,9)
IMC (kg/m2) 24,2 (4,1)
RCQ 0,761 (0,07)
Gordura corporal (%) 27,5 (6,9)
Parametros Bioquimicos
Glicemia (mg/dL) 86,7 (7,7)
Colesterol total (mg/dL) 173,7 (38,6)
Colesterol HDL (mg/dL) 60,2 (15,5)
Colesterol LDL (mg/dL) 94,3 (31,4)
Triglicerideos (mg/dL) 87,0 (52,0)
Peso
Baixo peso 24 (4,5%)
Eutrdéfico 313 (58,8%)
Sobrepeso 142 (26,7%)
Obeso 53 (10,0%)

Dados expressos como média e (desvio padrédo), exceto para triglicerideos que esta expresso como
mediana e (amplitude interquartil).

Fonte: Da autora (2015).

As frequéncias alélicas e genotipicas estdo descritas na Tabela 3. As
frequéncias genotipicas dos polimorfismos analisados estdo em equilibrio de Hardy-

Weinberg.



38

Tabela 3 - Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos estudados

Genotipo n (%)

VDR rs2228570 CcC 197 (36,3)
CT 260 (48,0)
TT 85 (15,7)
Alelo C 654 (60.3)
Alelo T 430 (39.7)

RXRG rs2134095 TT 252 (46,5)
TC 239 (44,1)
CcC 51 (9,4)
Alelo T 743 (68.5)
Alelo C 341 (31.5)

GC rs7041 GG 188 (34,7)
GT 247 (45,6)
TT 107 (19,7)
Alelo G 623 (57.5)
Alelo T 461 (42.5)

Fonte: Da autora (2015).

Na Tabela 4 estdo descritas as comparacdes entre as variaveis bioquimicas e
antropométricas da amostra, entre os diferentes gendtipos, para ambos o0s
polimorfismos. N&o foram observados efeitos principais significativos com o0s

parametros avaliados para nenhum dos polimorfismos.
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Tabela 4 - Comparacdo dos parametros antropométricos e bioquimicos entre os gendtipos dos polimorfismos rs2228570,

rs2134095 e rs7041

VDR rs2228570 RXRG rs2134095 GC rs7041

cc CcT TT P TT TC cC P GG GT TT P
Parametros
Antropométricos
IMC (kg/m2) 245(4.0)  241(4.2) 24.2(42)  0.600 24.0 (3.8) 24.4 (4.4) 24.6 (4.6) 0.392 24.5 (4.3) 24.0 (4.1) 24.2(3.9) 0.464
RCQ 0.771(0.07) 0.755(0.07)  0.758 (0.07) 0.075 0.755(0.07)  0.766(0.07)  0.768(0.07) 0.198  0.761(0.07)  0.763(0.07)  0.757 (0.07)  0.797
Gordura Corporal 27.4(6.8)  27.4(6.8) 278(7.2) 0.972 27.3 (6.7) 27.6 (6.9) 27.7(7.6) 0.842 28.1 (6.8) 27.2 (6.8) 26.9(6.9) 0.248
(%)
Parametros
Bioquimicos
Glicemia (mg/dL) 87.1(82)  86.5(7.4) 86.6 (7.7)  0.675 86.4 (8.1) 86.9 (7.5) 87.5(7.5) 0.632 87.8 (7.7) 86.3 (7.8) 85.8 (7.6) 0.057
%‘T’]'gf(;f)m' total 175.9(39.2)  173.6 (39.9) 168.7(351) 0360  1753(395) 1724 (39.1) 1715319 0652 175.9 (40.0) 172.3 (37.2) 173.0 (39.6) 2837
((:rz'ge/sdtf)ro' HDL 59.0(15.5)  61.2(15.9) 60.1(14.5 0310 41 9(160)  59.1(15.0) 57.5(153) 0066 60.6 (16.2) 60.6 (15.1) 58.5(15.3) 0460
%&'gf(}f)ro' LDL 97.9(321)  93.1(32.6) 89.7(254) 0100 937312y  94.9(318) 940 @3L7) 092 95.1 (32.6) 93.2 (30.1) 95.4 (32.8) 0766
Triglicerideos 88.0 (49.0)  86.0 (59.0) 87.0(51.0) 0955 91.0(55.8)  81.0(49.0) 90.0 (59.0)  0.136 92.0 (52.0) 86.0 (49.0) 85.0 (60.0)  0.375
(mg/dL)

Dados expressos como média e (desvio padrao), exceto para triglicerideos que esta expresso como mediana e (amplitude interquartil).

Fonte: Da autora (2015).
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Nas interacbes gene-gene, avaliadas usando modelo linear geral (GLM),
foram analisadas as interacdo dos polimorfismos sobre os valores dos parametros
antropometricos e bioquimicos. Na Tabela 5 observamos as rela¢cdes testadas, e na

Figura 5, o resultado significativo descrito na tabela.

Tabela 5 - Efeitos das interacdes gene-gene sobre as variaveis estudadas

VDR*RXRG VDR*GC RXRG*GC

P interacéo P interacéo P interacéo
Parametros Antropomeétricos
IMC (kg/m2) 0.696 0.927 0.783
RCQ 0.338 0.154 0.862
Gordura Corporal (%) 0.229 0.214 0.755
Parametros Bioquimicos
Glicemia (mg/dL) 0.442 0.951 0.378
Colesterol total (mg/dL) 0.744 0.657 0.027%
Colesterol HDL (mg/dL) 0.317 0.775 0.467
Colesterol LDL (mg/dL) 0.726 0.950 0.005"
Triglicerideos (mg/dL) 0.800 0.489 0.472

Modelo Linar Geral (ANOVA duas vias). *eta” parcial = 0.021; "eta” parcial = 0.029.

Fonte: Da autora (2015).

Figura 5 - Interacdo RXRG*GC descrita na tabela 5

130- GC rs7041
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a
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o
g 904
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Fonte: Da autora (2015).

Pode-se observar uma interacao significativa entre os genes RXRG e GC com
o colesterol LDL (p=0.005; TABELA 5). Na presenca do genotipo TT do rs7041
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(gene GC) individuos com o genotipo CC do rs21340905 (gene RXRG) apresentam
maiores niveis de colesterol LDL, o que ndo ocorre na presenca do gendtipo TT do
rs2134095 (gene RXRG) (FIGURA 5). De qualquer forma, essa interagdo apresenta
um tamanho de efeito pequeno (eta® = 0.029; TABELA 5). Uma tendéncia similar foi
observada para o colesterol total (p= 0.027, eta®= 0.021; TABELA 5).
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5 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi investigar a associacdo dos polimorfismos
rs2228570 (VDR), rs2134095 (RXRG) e rs7041 (GC) com parametros
antropométricos e bioquimicos relacionados a obesidade. N&o identificamos nenhum
efeito principal dos polimorfismos nos parametros avaliados. No entanto, ao
analisarmos as interacdes gene-gene, detectamos uma interacao significativa entre
0s genes RXRG e GC sobre os niveis de colesterol LDL. Até onde sabemos, este foi
o primeiro estudo que investigou o efeito da interacdo destes dois genes sob estes

parametros.

Estudos de associacdo de variantes em genes relacionados ao metabolismo
da vitamina D com parametros da obesidade sdo ainda limitados e apresentam
resultados inconsistentes. Com relacdo ao gene VDR, dois outros estudos também
ndo encontraram associacfes de variantes no gene com fenétipos da obesidade
(DORJGOCHOO et al., 2012; VIMALESWARAN et al., 2013). Filus e colaboradores
(2008) encontraram associacdes do polimorfismo rs2228570 com niveis de
colesterol HDL e insulina em jejum. Ja em outro estudo, os autores relatam
associacbes de outro polimorfismo do gene VDR (rs3782905) com IMC,
circunferéncia da cintura e altura abdominal. Entretanto, ndo observaram nenhum
efeito para o polimorfismo rs2228570, o0 mesmo investigado no presente estudo
(OCHS-BALCOM et al., 2011). Cabe ressaltar que o fato de ndo termos detectado
associacdes do polimorfismo rs2228570 com os desfechos analisados ndo descarta
0 papel deste gene na patologia da obesidade. Outros polimorfismos poderiam estar

associados, bem como este efeito poderia ser dependente de fenétipos relacionados
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a idade mais avancada, considerando que estudamos uma amostra de adultos

jovens.

J& para os outros dois genes, RXRG e GC, também ndo encontramos
associacbes dos polimorfismos investigados com o0s parametros avaliados.
Entretanto, detectamos um efeito significativo da interacdo dos genes RXRG e GC
nos niveis de LDL. Apesar do gene RXRG néo ser alvo de muitos estudos de
associacdo com perfil lipidico e parametros antropomeétricos, interessantemente, ele
estd localizado na regido cromossbmica 1qg21-g23, a qual esta ligada a
hiperlipidemia familiar combinada (HFC) (PAJUKANTA et al., 1998; PEI et al., 2000;
NOHARA et al., 2007; SENTINELLI et al., 2013). A HFC ¢é o disturbio aterogénico
mais comum do metabolismo lipidico, caracterizado por varios fenoétipos
hiperlipémicos em um mesmo individuo ou familia, onde elevados niveis de LDL
podem ser detectados, aumentando o risco de doenca cardiovascular (SNIDERMAN
et al.,, 2001; VEERKAMP et al., 2002; HOPKINS et al., 2003; AYYOBI et al., 2003;
SHOULDERS et al., 2004). Da mesma forma, existem poucos trabalhos na literatura
gue investigam associacdo do gene GC com os desfechos analisados no presente
estudo. Porém, como ja relatado anteriormente, variantes deste gene tém sido
consistentemente associadas com os niveis circulantes de vitamina D (AHN et al.,
2010; WANG et al, 2010; MCGRATH et al., 2010; NISSEN et al., 2014;
THONGTHAI et al., 2015).

A relacdo do perfil lipidico com os niveis circulantes de 25(OH)D ja esta bem
estabelecida na literatura (JORDE & GRIMNES, 2011). Individuos com deficiéncia
de vitamina D, ou baixos niveis séricos de 25(OH)D, tendem a um perfil lipidico
menos saudavel, apresentando niveis diminuidos de HDL e aumentados de LDL
(JORDE et al., 2010, VACEK et al., 2012). Dentro deste contexto, muitos estudos
tém observado uma correlacdo positiva entre os niveis de vitamina D e o HDL
(DOBNIG et al., 2008; MAKI et al.,, 2009; REIS et al., 2009; LU et al., 2009;
KAZLAUSKAITE et al., 2010, WILLIAMS et al., 2010, DELVIN et al., 2010;
GADDIPATI et al., 2011) e, embora um numero menor de estudos avalie 0s niveis
de LDL, a grande maioria destes detecta uma correlagdo inversa entre 0s niveis
circulantes da vitamina e esta fragéo lipidica (KARHAPAA et al., 2010; GAGNON et
al., 2012; GARCIA-BAILO et al., 2013; CUTILLAS et al., 2013; CHAUDHURI et al.,
2013; ZHANG et al., 2014). Cabe ressaltar, que os niveis de 25(0OH)D tém sido



44

inversamente relacionados aos riscos de doenca e mortalidade cardiovascular (PILZ
et al., 2009; GRANDI et al., 2010; EATON et al., 2011; VACEK et al., 2012). Em um
grande estudo prospectivo, que incluiu mais de 40.000 individuos, Anderson e
colaboradores (2010) detectaram que niveis baixos de 25(OH)D estavam
associados com diversos fatores de risco para DC como, diabetes mellitus tipo 2,
hipertenséo, hiperlipidemia, doenga das artérias coronérias, insuficiéncia cardiaca e
acidente vascular cerebral. Talvez esta relacdo entre DC e vitamina D seja mediada
pelos niveis lipidicos. No entanto, dentre os trabalhos que analisam desfechos
relacionados a DC, nem todos analisam o perfil lipidico da amostra e, de uma

maneira geral, ndo discutem a importancia da vitamina D nestes niveis.

Apesar do mecanismo biologico responsavel pela relacdo entre a vitamina D e
o colesterol ndo estar totalmente esclarecido, € de suma importancia salientar que
estas moléculas possuem o mesmo precursor: o 7-dehidrocolesterol (7DHC). O
7DHC pode ser convertido em pré-vitamina D sob os efeitos da radiacdo UVB e é
também o substrato para a enzima 7-dehidrocolesterol redutase (DHCR7), que
catalisa a producdo de colesterol (MAKI et al., 2011; ISLAM et al., 2014),
desencadeando uma possivel competicdo entre fétons de UVB e enzima DHCR7
pelo mesmo substrato na pele (PATWARDHAN et al., 2015). Estudos sugerem que
quando nao ha exposicao solar suficiente para conversdo do 7DHC em pré-vitamina
D, o precursor pode desviar sua via metabdlica para a formacdo do colesterol
(GRIMES et al., 1996; ZHANG et al., 2014). Somado a isto, um estudo em cultura de
células de fibroblastos humanos, mostrou que a vitamina D inibe a atividade da
HMG-CoA redutase, uma enzima chave na sintese do colesterol (GUPTA et al.,
1989). Diante deste contexto, poderiamos hipotetizar que a exposi¢cao solar poderia
influenciar a associacdo entre os niveis séricos de vitamina D e os niveis lipidicos.
Corroborando esta ideia, Patwardhan e colaboradores (2015) observaram em uma
amostra de homens saudaveis que, em condi¢cdes de baixa exposi¢cdo solar, os
niveis plasmaticos de 25(0OH)D se correlacionam positivamente com 0s niveis de
HDL, enquanto que com alta exposicao solar esta relagdo se inverte. Embora nao
tenhamos nenhum dado sobre exposi¢cdo solar na nossa amostra, cabe notar que
esta amostra € proveniente da regido sul do Brasil, no estado mais ao sul do pais,
caracterizado por um clima subtropical, com um longo e rigoroso periodo de inverno.

E ainda, a amostra é composta por alunos e funcionérios de uma instituicdo de
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ensino que passam a maior parte do tempo em ambientes fechados. Dessa maneira,
€ pouco provavel que os nossos resultados tenham sido confundidos por diferencas

de exposicao solar entre os individuos.

Cabe ressaltar ainda que, a vitamina D pode ser considerada uma molécula
conservada evolutivamente, tendo em vista que esta é produzida ha milhdes de
anos (MAZZAFERRO; PASQUALLI, 2015). Além disto, seu precursor é observado em
organismos unicelulares e se hipotetiza sua participagdo como componente da
membrana celular com possivel papel protetor do DNA contra os raios UV-B
(HOLICK, 2011). Ao longo da evolucéo sua funcao foi se expandindo no sistema de
sinalizacao, tornando-se mais complexa. Apesar de sua bem conhecida atuagéo na
homeostase do calcio, a vitamina D apresenta efeito pleiotropico. Em mamiferos,
observa-se que muitos tecidos (além do intestino, 0Ssos e rins) expressam o
receptor de vitamina D. Ainda, diferentes tipos celulares em diferentes organismos
apresentam vitamina D hidroxilase, permitindo a producédo de metabdlitos ativos de
vitamina D, o que reforca a hipdtese da participacdo da vitamina D em outros
processos (MAZZAFERRO; PASQUALLI, 2015).

Estes resultados devem ser interpretados considerando algumas limitagdes:
primeiro, auséncia da dosagem dos niveis circulantes de 25(OH)D; segundo, o
tamanho amostral é relativamente pequeno, entretanto, estes dados poderdo ser
incluidos em futuras meta-analises e terceiro, nossa amostra € composta
principalmente por jovens eutréficos, o que, por um lado, pode dificultar a deteccéo
de efeitos sobre parametros de obesidade, por outro lado, pode evidenciar efeitos
mais soélidos detectados precocemente.

Embora estudos recentes venham sugerindo um importante papel para
vitamina D nas doencas crbnicas metabdlicas, poucos estudos analisam variacdes
em genes desta rota nos desfechos relacionados a estas doengas. Além disto, os
trabalhos realizados até 0 momento mostram resultados conflitantes em relacao as
associacfes encontradas. Considerando que estes fendtipos apresentam uma
heranca genética complexa, ndo surpreende que os resultados sejam divergentes,
pois existem muitos fatores que podem influenciar estes resultados. Levando em
conta que estas doencas apresentam uma grande contribuicdo da genética e que

até hoje as variantes analisadas respondem por um pequeno percentual da
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herdabilidade destas doencas, alguns autores recentemente tém discutido onde
estaria no nosso genoma esta “herdabilidade perdida®” (MANOLIO et al., 2009).
Dentre alguns fatores que podem explicar este aparente paradoxo, o fato de que
geralmente ndo levamos em consideracédo as interacdes gene-gene nestes estudos,

mostra uma abordagem promissora (ROVARIS et al., 2013).
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6 CONCLUSAO

Apesar de estudos relacionarem variantes em alguns genes da via
metabdlica da vitamina D com fendétipos relacionados a obesidade, em nosso estudo
nao identificamos nenhum efeito principal dos polimorfismos analisados nos
parametros avaliados.

No entanto, nossos achados evidenciaram uma interacdo significativa entre
polimorfismos de dois genes da rota da vitamina D, rs2134095 (RXRG) e rs7041
(GC) sobre os niveis de colesterol LDL, corroborando os achados da literatura que

tem consistentemente relacionado a vitamina D com o perfil lipidico.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado (a) a participar da pesquisa chamada “Aspectos
nutrigenéticos de parametros bioquimicos e antropométricos: implicacdes
para saude humana”, que esta sendo desenvolvida por um grupo de professores e
alunos do Centro Universitario UNIVATES com o objetivo de investigar a interagédo
entre a alimentac@o e polimorfismos genéticos, ou seja, verificar se as variagbes
genéticas podem influenciar na maneira como o0 seu metabolismo responde a

alimentacao.

Como parte da sua consulta no Ambulatério de Nutricdo vocé responderd um
questionario sobre seus habitos de vida e alimentares, e também descrevera tudo o
gue vocé comeu nas ultimas 24 horas. Vocé também ira realizar a verificacdo da
Pressdo Arterial e Avaliacdo Antropométrica (verificacdo de peso, altura, dobras
cutaneas), sendo todos os procedimentos realizados por profissionais capacitados e
registrados pelo pesquisador.

Em uma segunda data, a ser combinada entre vocé e o pesquisador, sera realizada
a coleta de sangue e exame de Bioimpedancia, que deverdo ocorrer no turno da
manha com o participante em jejum. O aparelho de Bioimpedancia determina a
guantidade e o percentual de massa magra e massa gorda em seu corpo. Durante o
teste vocé devera ficar em repouso e deitado em uma maca. Serao colocados quatro
eletrodos na superficie da sua pele, sendo dois em sua mao direita e dois em seu pé
direito. O teste leva menos de 1 minuto para ser finalizado, e vocé nao devera sentir
desconforto ou dor durante o procedimento. A coleta de sangue seréa realizada por
um profissional treinado e serdo coletados 10 ml de sangue de uma veia do brago, e
vocé podera sentir um desconforto da picada durante a coleta. Através desta coleta
serdo verificados valores de colesterol total, HDL, glicose, triglicerideos e extracao
de DNA para analise genética. O material biologico sera devidamente armazenado

por 5 anos apods o término do projeto, de acordo com as exigéncias legais.

Os beneficios deste estudo poderédo ser obtidos apenas em longo prazo e voltados
para a populacdo, ndo havendo beneficio direto para o participante, apenas os
resultados dos exames laboratoriais e de Bioimpedéancia. Os seus dados pessoais

serdo sempre tratados confidencialmente e a sua identidade sera preservada. Os
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resultados deste estudo serdo publicados com fins cientificos, mas ndo havera
identificacdo pessoal ou publicacdo do seu nome. Sua participacdo no estudo é
voluntaria, vocé pode retirar 0 seu consentimento e desistir de participar em
qualquer momento da pesquisa, sem que iSso traga qualquer prejuizo para vVocé no
trabalho ou ensino. A sua possibilidade de desisténcia ou nao-participagdo na
pesquisa, ndo mudara em nada o seu atendimento no Ambulatorio de Nutricdo ou

em qualquer outro servigo prestado.

Este projeto esta inteiramente de acordo com as normas vigentes na Resolucéo
CNS196/96.

Esta pesquisa nao implicard em nenhum gasto para o participante, bem como ndo

havera nenhuma forma de pagamento pela sua participacéo.

A responsavel por esta pesquisa é a Professora Dra. Verbnica Contini, que podera
ser contatada para qualquer esclarecimento pelo telefone 051-81583210. O Comité
de Etica em Pesquisa da UNIVATES, que aprovou a execucido deste projeto,

também podera ser contatado pelo telefone: (51) 3714-7000 Ramal 5339.

Este termo sera assinado em duas vias, sendo que uma delas ficara com vocé e a

outra sera arquivada pelos pesquisadores.

Declaro que autorizo a minha participacdo nesta pesquisa e que fui devidamente
informado (a), de uma forma clara e detalhada, tendo a oportunidade de tirar todas

as minhas duavidas livre de qualguer tipo de constrangimento.

Data: [/ [/

Nome do participante da pesquisa Assinatura do participante da pesquisa

Nome do pesquisador Assinatura do pesquisador
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ANEXO B - Anamnese Nutricional

AMBULATORIO DE NUTRIGAO
ANAMNESE ALIMENTAR

Nome:
Vinculo com a UNIVATES: () Aluno () Funcionéario () Professor
DN: / /
Idade:
Data: / /
Objetivo:
Renda familiar mensal (em reais):
Quantas pessoas moram na casa (vivem desta renda):
Gasto familiar mensal com alimentacéo (em reais): () Nao sei
Nivel escolaridade:
() ensino fundamental (1 grau) incompleto, até que série fez:
() ensino fundamental (1 grau) completo
() ensino médio (2 grau) completo
() graduacéo (3 grau) completo
() po6s graduacao (abre: mestrado, doutorado, especializa¢éo)
() estudante graduagéo
() estudante pos graduacao
Habitos de vida:
Trabalha? () sim () ndo, Se sim: horas/dia
Funcéao:
Como vocé classifica o nivel de stress do seu trabalho, de 0 a 10:
Posicao: () sentado () em pé () sentado/em pé
Pratica atividade fisica? () sim () ndo, Se sim:
Atividade fisica que pratica:

Frequéncia: Duracéo: hs/sem.

Segunda Atividade fisica que pratica:

Frequéncia: Duracéo: hs/sem.

Terceira Atividade fisica que pratica:

Frequéncia: Duracéo: hs/sem.

Outros:

Frequéncia: Duracéo: hs/sem.

Fumante: () sim cigarros/dia () nao () ex-tabagista

Alguém fumante em sua casa? () Sim, Quantas (além de vocé) () Nao

Ingere alcool: () sim () ndo () as vezes
Tipo de bebida:

() vinho, Frequéncia de ingestéo: x semana Quantidade ingerida: ____ ml/dia
() cerveja, Frequéncia de ingestao: x semana Quantidade ingerida:___ ml/dia
() destilado, Qual: Frequéncia de ingestéao: X semana

Quantidade ingerida: mi/dia

Horas de sono: hs/dia

Habitos Alimentares:

Liquidos que ingere: () 4gua, Quantidade: ml/dia

() cha, Quantidade: ml/dia

() chimarréo, Quantidade: mi/dia

() refrigerantes, Quantidade: mi/dia

() suco, Quantidade: mi/dia ()




Outro Quantidade: ml/dia

Quantidade de liquido total do dia: litros

Utiliza para adocar: () acucar () adocante, Qual adocante: Qtde em
gotas:

Consome leite: () sim () ndo -Quantos copos/dia:

Tipo de leite: () integral () semi-desnatado ( ) desnatado
Frequéncia que ingere doces:
Tipos de doce que consume e quantidade:
Consumo de frituras: () 1 x semana () 2 x semana () 3 x semana () mais de 4 x semana
() ndo consome

Ingere carnes: () sim () ndo

Tipo de carne consumida:

() gado, Frequéncia: X semana
() porco, Frequéncia: X semana
() peixe, Frequéncia: X semana
() ave, Frequéncia: X semana

Como geralmente essa carne é preparada?
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() Mal passada () Bem passada
Belisca: () sim () ndo Tipo de alimento:

Motivo da belisca:
Utiliza sal adicional na comida: () sim () ndo Quais preparagfes/dia:

Utiliza condimentos: () sim () ndo

() Caldos de carnes, Frequéncia/Quantidade:
() Catchup, Frequéncia/Quantidade:
() Mostarda, Frequéncia/Quantidade:
() Maionese, Frequéncia/Quantidade:
() Pimenta, Frequéncia/Quantidade:
Vocé tem o habito de tomar café da manha: () sim () néo

Local que costuma fazer as refeigoes:

Desjejum: Almoco:
Jantar: Lanches:
Preferéncias alimentares (quais): ___

Aversoes alimentares (quais):

Alergias alimentares (quais):

Alergias medicamentosas (quais):

Intolerancias alimentares (quais):

Ja fez dieta? () sim () nado, Quais?

Teve orientagdo: () sim () ndo -Se sim, quem orientou?

Resultado da dieta:

Utiliza suplementos alimentares () sim () ndo -Qual:

Historia Clinica:

DM: () sim () n&o Qual:
HAS: () sim () ndo Presséo arterial:
Cardiopatias: () sim () ndo Qual:

Colesterol elevado: () sim () ndo
Triglicerideos elevados: () sim () ndo
TGI: () gastrite () Ulcera () RGE () intestinais

Intestino: () regular () preso Frequéncia de evacuacao: X semana
Cancer: () sim () ndo Qual:
Obesidade: () sim () ndo
Medicamentos que utiliza:
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Historia familiar :

DM: () sim () ndo Qual:
()Parentesco Primario (pais e irméos): () Materno () Paterno

() Parentesco Secundario (avés, tios e primos): () Materno () Paterno
HAS: ()sim ()néo

()Parentesco Priméario ( pais e irmaos): () Materno () Paterno

() Parentesco Secundario (avés, tios e primos): () Materno () Paterno
Cardiopatias: () sim () ndo Qual:
() Parentesco Primario ( pais e irméos): () Materno () Paterno
()Parentesco Secundario (avés, tios e primos): ( )Materno ( )Paterno
Colesterol elevado: ()sim ()nao

() Parentesco Primario ( pais e irmédos): () Materno () Paterno
()Parentesco Secundario (aves, tios e primos): ( )Materno ( )Paterno
Triglicerideos elevados: ()sim ()ndo

() Parentesco Primario ( pais e irméos): () Materno () Paterno
()Parentesco Secundario (avés, tios e primos): ( )Materno ( )Paterno
Cancer: () sim () ndo Qual:
() Parentesco Primario ( pais e irmaos): () Materno () Paterno

()Parentesco Secundario (aves, tios e primos): ( )Materno ( )Paterno
Obesidade: ()sim ()ndo

() Parentesco Primario ( pais e irmaos): () Materno () Paterno

( )Parentesco Secundario (aves, tios e primos): ( )Materno () Paterno

Exames Laboratoriais:

Hemograma: hemoglobina: hematdcrito: outros:
Glicemia em jejum:

Colesterol total: LDL: HDL:

Triglicerideos:
Acido drico:
Creatinina:
Eletrélitos:
TSH: T3: T4:
Outros:

Recordatoério Alimentar 24 horas
Desjejum hs:

Colagéo hs:

Almoco hs:

Sobremesa:

Lanche hs:

Janta: hs:

Ceia: hs:

VET do recordatério: Kcal
HC: g %
Ptn: g % a/kg/PA




Lip: g %
Colesterol: mg/dia
TMB: Kcal
Fator atividade:

VET ideal: Kcal/dia
Perda / ganho de peso programada: g/dia
VET hipo: Kcal/dia
VET hiper: Kcal/dia
Dados da dieta prescrita:

VET : Kcal

HC: g %

Ptn: g % g/kg/PA
Lip: g %
Colesterol: mg/dia

Célcio: mg/dia

Ferro: mg/dia
Potéssio: mg/dia

Saodio: mg/dia

Outros:

Vitaminas:

Dados Antropométricos:

PA: kg

Altura: cm

PU: kg

Pl kg

Relacéo cintura/quadril:
Protocolo de composicao corporal utilizado:

Dobras cutaneas: () Lado direito () Lado esquerdo
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Controle de peso

Data Feso Evolugao IMC Data Peso

Evolugao

IMC




Composigéo Corporal

Datas

Perimatros

Torax

Cintura

Cgadnl

Coxa

CB

Pregas

FCT

FCE

P5C

PCl

FCA

FCC

FCAN

FCSE

PCP

FCT

Resultados

% de Gordura

Peso Gordo

Feso Magro

MCM

Evolugdo do paciente

Evolugao
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