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RESUMO

Introducdo: Fatores genéticos e ambientais estdo envolvidos na patogénese da
obesidade. Varios estudos demonstraram associacdes de variantes nos genes da
leptina (LEP) e do receptor de leptina (LEPR) com a obesidade. Objetivo: O objetivo
deste estudo foi investigar a influéncia dos polimorfismos G2548A, no gene LEP, e
GIn223Arg, no gene LEPR, em parametros antropomeétricos, perfil lipidico, glicemia e
no consumo alimentar de carboidratos. Metodologia: As participantes foram
avaliadas por uma anamnese no Ambulatério de Nutricdo da Univates, onde os
dados do consumo alimentar foram obtidos pelo recordatério de 24 horas e
calculados pelo programa Dietwin Profissional (versdo 2008). As medidas
antropomeétricas avaliadas foram: peso, altura, circunferéncia da cintura,
circunferéncia do quadril, e a composicdo corporal por bioimpedancia. Foi calculado
o IMC e RCQ. Amostras de sangue foram coletadas para extracdo de DNA e para
analise de parametros laboratoriais para avaliacdo do perfil lipidico (CT, HDL, TG) e
glicose jejum. Os polimorfismos dos genes LEP (rs7799039) e LEPR (rs1177101)
foram genotipados pela técnica de discriminacdo alélica TagMan (Applied
Biosystems). Resultados: A amostra foi composta por 378 mulheres saudaveis, com
idade média de 25,1 anos (+6,2). Nado foram detectadas associacdes significativas
dos polimorfismos investigados com o perfil lipidico, a glicose jejum e o consumo de
carboidratos. O gendtipo AA do polimorfismo G2548A foi associado com o aumento
de peso, IMC, RCQ, CC, e % de gordura corporal. O genétipo GG do polimorfismo
GIn223Arg foi associado com o aumento de IMC. Concluséo: Os alelos de risco dos
dois polimorfismos foram associados com o aumento das medidas antropométricas,
em individuos saudaveis, demonstrando uma possivel associacdo com aumento de
risco para obesidade.

Palavras — chave: Obesidade. Leptina. Receptor da leptina. Consumo alimentar.



ABSTRACT

Introduction: Genetic and environmental factors are involved in the pathogenesis of
obesity. Several studies have demonstrated associations between variants in the
leptin (LEP) and in the leptin receptor (LEPR) genes with obesity. Objective: The
aim of this study was to investigate the influence of the polymorphisms G2548A, in
the LEP gene, and GIn223Arg, in the LEPR gene, on anthropometric parameters,
lipid profile, fasting glucose and carbohydrates intake. Methods: Participants were
assessed by an interview at the outpatient Nutrition Program at Centro Universitario
Univates. Food consumption profile was obtained by the 24-hour recall method and
calculated by the Dietwin Professional Program (2008 version). The anthropometric
measurements were: weight, height, waist circumference, hip circumference, and fat
body composition by bioelectrical impedance. BMI and WHR were calculated. Blood
samples were collected for DNA extraction and for the analysis of biochemical
parameters (TC, HDL, TG and fasting glucose). The polymorphisms (LEP-rs7799039
and LEPR-rs1177101) were genotyped by allelic discrimination TagMan (Applied
Biosystems). Results: The sample was composed by 378 healthy women with an
average age of 25.1 years (£ 6.2). No significant associations between the
polymorphisms investigated and lipid profile, fasting glucose and carbohydrate intake
were detected. The AA genotype of the G2548A polymorphism was associated with
increased weight, BMI, WHR, WC, and% body fat. The GG genotype of the
GIn223Arg polymorphism was associated with increased BMI. Conclusion: The risk
alleles of the two polymorphisms were associated with increased anthropometric
measurements in healthy subjects, suggesting a possible association with increased
risk for the development of obesity.

Key — Words: Obesity. Leptin. Leptin Receptor. Food Consumption
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1 INTRODUCAO

A obesidade é considerada hoje um problema de saude publica mundial, uma
pandemia que estd aumentando a cada ano. Apresenta etiologia multifatorial, ou
seja, € resultado de uma complexa interacdo entre fatores comportamentais,
culturais, genéticos, fisioldgicos e psicolégicos. E um fator determinante para o
aumento de doengas crbnicas ndo transmissiveis incluindo as doencas
cardiovasculares, diabetes mellitus, dislipidemias e hipertensdo (WANG, 2013;
ROMERO; ZANESCO, 2006; LANDEIRO; QUARANTINI, 2011).

O aumento da obesidade e suas co-morbidades podem ser um reflexo da
transicéo nutricional. As mudancgas na alimentacédo se devem, entre outros motivos,
a oferta crescente de alimentos industrializados e ao aumento da disponibilidade e
facilidade de acesso aos alimentos (BORTOLI et al., 2011). Esta mudanga no perfil
nutricional da populagdo é caracterizada pela diminuicdo da pratica de atividade
fisica e pelo aumento do consumo de gorduras (principalmente saturadas), acucares
e alimentos refinados (CARVALHO; ALFENAS, 2008). Por outro lado, em termos
genéticos, sdo conhecidos hoje mais de 250 genes, marcadores e regifes

cromossOmicas que estdo associados a obesidade.

Além disso, varios fatores ambientais sdo capazes de ativar ou silenciar genes
envolvidos no processo da patogénese da obesidade. Esses fatores ambientais que

interagem com o0 genoma sdao chamados de fatores epigenéticos e ocupam
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importante papel, uma vez que podem modular a expressao de varios genes (LEITE;
ROCHA; BRANDAO, 2009).

A obesidade apresenta como caracteristica um aumento de gordura corporal
e, 0S recentes avan¢os no campo da endocrinologia e metabolismo mostram que, ao
contrario do que se acreditava ha alguns anos, o adipécito ndo € apenas uma célula
de armazenamento de energia, mas também sintetiza e libera diversas substancias,
incluindo o horménio leptina (PEREZ et al., 2008).

O conhecimento sobre o hormonio da leptina trouxe novas perspectivas para
0S mecanismos fisiopatologicos da obesidade e doencas associadas. Os estudos
iniciais da leptina mostraram que ela regula o apetite e aumenta o gasto energético
pela ativacdo da atividade nervosa simpatica no tecido adiposo marrom termogénico.
Além disso, a leptina, também controla o sistema hematopoiético, o sistema imune, o
sistema reprodutor e o sistema cardiovascular (ROMERO; ZANESCO, 2006).

A leptina influencia a regulacdo do apetite via sistema nervoso central e tem
sido relacionada com a resisténcia a leptina e ao aumento dos niveis séricos de
leptina. A resisténcia a leptina explica porque administracdes exdgenas de leptina
nao se mostram eficientes no controle de peso em pacientes obesos em humanos.
Em modelos animais, camundongos knockout para o gene codificador da leptina
(ob/ob) ndo expressam o hormonio leptina e apresentam um fendtipo que inclui,
entre outras caracteristicas a obesidade (RIESTRA et al.; 2010; CARRILLO et al.,
2013).

1.1 Tema

Relacdo entre os polimorfismos G2548A, no gene codificador da leptina
(LEP), e GIn223Arg, no gene codificador do receptor da leptina (LEPR), com
parametros antropométricos, parametros bioquimicos e com o consumo alimentar de

carboidratos.
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1.2 Problema

Existe influéncia dos polimorfismos G2548A, no gene LEP, e GIn223Arg, no
gene LEPR, nos parametros antropométricos, bioquimicos e no consumo alimentar

de carboidratos de uma amostra de mulheres adultas?

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral

Investigar a influéncia dos polimorfismos G2548A, no gene LEP, e GIn223Arg,
no gene LEPR, nos parédmetros antropomeétricos, bioquimicos e no consumo

alimentar de carboidratos de uma amostra de mulheres adultas.

1.3.2 Objetivos especificos

- Avaliar os parametros bioquimicos de glicemia, colesterol total, HDL, LDL e
triglicerideos;

- Avaliar os parametros antropométricos IMC, circunferéncia da cintura,

relacéo cintura quadril e percentual de gordura;

- Analisar o consumo alimentar das participantes, através do recordatério 24
horas;

- Determinar as frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos G2548A,
no gene LEP, e GIn223Arg, no gene LEPR;
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- Avaliar a influéncia dos polimorfismos supracitados nos parametros

antropometricos, bioquimicos e no consumo de carboidratos.

1.4 Justificativa

O aumento da prevaléncia da obesidade em todo mundo e o risco aumentado
no desenvolvimento de doencas crénicas ndo transmissiveis se constitui como um
dos mais importantes fenémenos clinico-epidemioldgico da atualidade. A obesidade
tem sido associada a alteracdes metabdlicas, as quais contribuem para o aumento
do risco de desenvolvimento de doencgas cardiovasculares. O acumulo excessivo de
tecido adiposo parece ser fator responsavel por essa situacdo, principalmente
guando este tecido se acumula na regido abdominal. Assim, varias desordens no
metabolismo de carboidratos, como resisténcia a insulina, no metabolismo de
lipidios, como hipertrigliceridemia, aumento dos niveis de colesterol total e LDL
(lipoproteina de baixa densidade) e diminuicdo dos niveis de HDL (lipoproteina de
alta densidade), e ainda, alteracBes nos niveis pressoricos, tém sido identificadas

em individuos com excesso de gordura corporea (SERRANO et al,. 2010).

Doencas influenciadas por polimorfismos genéticos também sédo multifatoriais,
pois sdo causadas por um grande conjunto de fatores ambientais e pelo somatério
de varios alelos de diferentes genes relacionados, aumentando a suscetibilidade
para a patologia (SCHUCH et al., 2010).

A leptina € um horménio proteico, sintetizado pelos adipdcitos, cuja funcao
principal é informar ao hipotdlamo o estado nutricional do organismo, regulacdo da
massa de gordura e da termogénese através de mecanismos de feedback negativo
(GOMES, 2012).

Alguns polimorfismos no gene da leptina (LEP) e no gene do receptor da
leptina (LEPR) vém sendo fortemente relacionados com obesidade, aumento do

indice de massa corporal (IMC) e outras manifestacdes decorrentes da obesidade.
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Entretanto esses dados parecem estar relacionados com a etnia, 0 género e fatores
ambientais. Portanto, estudos com estes polimorfismos na populacdo brasileira

devem ser desenvolvidos para elucidar a acdo dos mesmos (RIESTRA, et al., 2010).



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade

A obesidade é um dos principais problemas de saude publica em todo o
mundo, mesmo em paises em desenvolvimento. Sua prevaléncia tem aumentado
dramaticamente nas Ultimas décadas, chegando a proporcdes epidémicas
(VUCENIC, 2012).

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2013) estimam que pelo
menos um bilhdo de pessoas apresente excesso de peso, das quais, 300 milhdes
sdo obesos. Inquéritos nacionais realizados nas Ultimas décadas estimam que a
obesidade atingird em 2025, 40% da populacdo nos EUA, 30%, na Inglaterra, e
20%, no Brasil (CONDE; BORGES, 2011).

No Brasil, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) publicou, em
agosto de 2010, os dados da Pesquisa de Orcamentos Familiares (POF 2008-09),
demonstrando que o peso dos brasileiros vem aumentando. O excesso de peso em
homens adultos saltou de 18,5% para 50,1%, e em mulheres, foi de 28,7% para
48%. Os valores de obesidade atingiram 12,4% entre os homens e 16,9% entre as

mulheres brasileiras.
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A obesidade provoca sérias consequéncias sociais, fisicas e psicologicas. As
consequéncias fisicas estdo diretamente associadas a maiores riscos de morbidade
e mortalidade, bem como doencas cronicas como hipertensdo arterial, diabetes
mellitus tipo 2 e dislipidemias (MOTA; ZANESCO, 2007).

O aumento global da obesidade tem sido em grande parte impulsionado por
mudancas de estilo de vida e do meio ambiente. Apesar disso, a variagcdo genética
desempenha um papel importante na determinacdo das diferencgas interindividuais
na susceptibilidade ou resisténcia ao ambiente obesogénico atual, que se
caracteriza pela facilidade de acesso a alimentos de alto teor caldrico e gasto
reduzido de energia. Estudos com gémeos e de adocdo demonstraram que a
herdabilidade da obesidade é de cerca de 40-70%, embora seja possivel que essas
estimativas atuais possam estar aumentando (FERNANDES et al., 2011,
D’ANGELO; KOIFFMANN, 2012).

Os fatores de risco para obesidade apresentam como determinantes
biologicos a idade, em especial a faixa etaria dos 30 aos 50 anos, e 0 sexo. Para as
mulheres, destacam-se como fatores contributivos a alta paridade, para aquelas em
idade reprodutiva, a incorporacdo no mercado de trabalho e o menor esforco
dispensado no trabalho doméstico, condicdo favorecida pela disponibilidade de
eletrodomésticos modernos (OLIVEIRA et al., 2009).

2.2 Consumo de carboidratos

O conceito de interacdo entre gene e nutriente descreve a modulacdo dos
efeitos dos componentes dietéticos em um fenotipo especifico, associado a um
polimorfismo genético. Uma revisdo realizada por Steemburgo e colaboradores
(2009) mostrou que os principais nutrientes que modulam o fenétipo de individuos
portadores de genoétipos associados a obesidade e diabetes mellitus tipo 2 sdo as
gorduras, carboidratos e fibras. A maioria desses estudos destaca o consumo de

gordura total, saturada e trans como fatores de risco associados a presenca desses
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genotipos de risco. Por outro lado, o consumo de gordura poli-insaturada,
monoinsaturada e do acido graxo eicosapentanoico (EPA) apresentaram efeitos
benéficos. J& consumo de carboidratos refinado pode ser um fator de risco em
fendtipos associados a obesidade (STEEMBURGO et al., 2009).

Os efeitos das dietas ricas em carboidratos (HC), especialmente os
carboidratos refinados, podem aumentar a incidéncia de sobrepeso e obesidade,
gerando um estado metabdlico que pode favorecer o agravamento da dislipidemia
aterogénica, caracterizada pela elevacédo de triglicerideos, reducdo dos niveis de
colesterol HDL-c e aumento das concentragdes de colesterol LDL-c (BORTOLI et al.,
2011).

Dietas ricas em HC podem aumentar a leptinemia, devido ao aumento da
insulina e consequente aumento da captacdo e metabolizagdo da glicose no tecido
adiposo, mecanismo estimulante da secrecao de leptina. Em adipdcitos, a leptina é
dependente da captacdo de glicose e de seu metabolismo, o que suporta a hipotese
de que mudancas na secrecdo de leptina, depois de restricdo energética ou
realimentacédo, refletem a reducdo ou aumento na captacdo da glicose no tecido
adiposo, respectivamente (HERMSDORFF 2006).

Mulheres apresentam varias alteracdes hormonais ao longo do ciclo
menstrual. De acordo com a National Association for Premenstrual Syndrome, mais
de 90% das mulheres que menstruam experimentam alguma mudanca pré-
menstrual. No quesito alimentacdo, Santos e colaboradores (2011) demonstraram
em seu estudo que as mulheres apresentaram maior consumo de alimentos doces,

acucares, Oleos e gorduras na fase latea do ciclo menstrual (SANTOS et al,. 2011).

Costa e colaboradores (2007) detectaram em seu estudo, realizado em Santa
Catarina com mulheres adultas, que as mesmas sentiam mais vontade de comer
alimentos doces na fase lutea do ciclo. Esse aumento na vontade de alimentos
doces e ricos em calorias pode levar a um aumento na ingestdo de calorias de até

87% nesse periodo que antecede o periodo menstrual (COSTA et al,. 2007).
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2.3 Tecido adiposo

O tecido adiposo é o principal reservatorio de energia do organismo. Nos
mamiferos, existem dois tipos de tecido adiposo: o branco e o marrom (LEITE;
ROCHA; BRANDAO, 2009).

O tecido adiposo marrom tem a funcédo de produzir calor (termogénese) e,
portanto, participa ativamente na regulagcdo da temperatura corporal. No entanto,
seus depdsitos sdo praticamente ausentes em humanos adultos, mas sé&o
encontrados em fetos e recém-nascidos (FONSECA-ALANIZ et al., 2006).

O tecido adiposo branco armazena energia na forma de triglicerideos e
participa da regulacdo do balanco energético mediante processos de lipogénese e
lipdlise. Tem por funcéo oferecer protecdo mecénica contra choques e traumatismos
externos, e permitir um adequado deslizamento entre visceras e feixes musculares,
sem comprometer a integridade e funcionalidade dos mesmos. E um excelente
isolante térmico tendo papel importante na manutencdo da temperatura corporal
(FONSECA-ALANIZ et al., 2006. LEITE; ROCHA; BRANDAO, 2009).

Sabe-se atualmente que o tecido adiposo branco também tem uma
importante atuacdo enddcrina, através da secrecdo de substancias denominadas
adipocitocinas ou adipocinas (PEREZ et al., 2008). Muitos fatores relacionados as
adipocinas afetam a ingestdo alimentar e iniUmeros outros processos do corpo

humano, além de se relacionarem na etiologia da obesidade (YU et al., 2011).

2.4 Leptina e receptor da leptina

A leptina € uma adipocina composta por 167 aminoacidos, com peso de 16
kDa, codificada pelo gene da leptina (LEP), que esta localizado no cromossomo

7931 (FIGURA 1). O gene LEP consiste de trés éxons, separados por dois introns,
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sendo que a regido de codificagdo da proteina se localiza no éxon 2 e 3 (PEREZ et
al., 2008).

Figura 1 — Localizacdo genémica do gene LEP
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Fonte: Gene Card, 2014

A sinalizacdo da leptina depende de sua ligacdo a um receptor monomérico
transmembrana, da familia dos receptores de citocina da classe I, sendo que seis
diferentes isoformas proteicas deste receptor foram descritas (ObRa, ObRb, ObRc,
ObRd, ObRe, ObRf). As seis formas séo codificadas, via splicing alternativo, por um
anico gene (LEPR), localizado no l6cus cromossémico 1p31 (FIGURA 2). O gene
LEPR tem tamanho de 70 kb e contém 20 éxons (VELLOSO, 2006).

Figura 2 — Localizacdo gendmica do gene LEPR
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Fonte: Gene Card, 2014

A leptina apresenta caracteristicas estruturais de citocina. E produzida
predominantemente pelo tecido adiposo branco e apresenta relacdo proporcional
direta a massa corporal deste tecido. Porém, a leptina é também expressa, em

niveis mais baixos, em outros tecidos, como estdmago, placenta, glandulas
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mamarias, hipotalamo e hipéfise (CONSTANTIN E COSTACHER, 2010). As funcbes
bioldgicas da leptina incluem a homeostase de energia, a regulacdo da homeostase
da glicose, a reproducao, o crescimento e a resposta imune (SCHWARTZ; BASKIN,
2013).

Os horménios sexuais, que respondem pela diferente distribuicdo de gordura
em homens e mulheres, também apresentam relacdo com a leptina. Foi observado
que a concentracdo de leptina € duas a trés vezes maior em mulheres que em
homens, mesmo mantendo-se o mesmo IMC ou o percentual de gordura corporal
(MIYAMOTO et al,. 2008). Isso porque foi comprovado que a leptina é influenciada
por horménios esteroides e pode agir estimulando horménio luteinizante (LH).
Estudo em humanos demonstrou que as meninas apresentaram concentracoes
séricas de leptina mais alta que meninos durante e depois da puberdade
(ANDRETTI, 20086).

Goumenou e colaboradores (2003) encontraram relagdo positiva entre
reducdo da leptina com secrec¢éo de LH, sugerindo que a leptina possui mecanismo
envolvido na secrec¢do de gonadotréficos (GOUMENOU et al., 2003).

Vérios estudos tém sugerido que as variacdes nos genes LEP e LEPR podem
ser importantes na fisiopatologia da obesidade humana (HINUY et al., 2010) e na
modulacdo do metabolismo dos lipidios e da glicose (JACKSON et al., 2012).

2.4.1 Acao da leptina no sistema nervo central e sinalizagdo intracelular
da leptina

O nucleo arqueado (ARC) encontra-se dentro do hipotdlamo, numa éarea de
integracdo entre os diversos sinais oriundos da periferia e do tronco cerebral,
determinando acfes para controlar o balan¢o energético do organismo. A leptina é
um dos sinais que provém do tecido adiposo, informando o cérebro sobre os
estoques de gordura do corpo. A leptina inibe, no ARC, a producao de dois potentes

neurotransmissores orexigenos: Neuropeptideo Y (NPY) e a proteina relacionada ao
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gene Agouti (AgRP) e estimula neurotransmissores anorexigenos o pré-opio-
melanocortina (POMC) e transcritos relacionados a anfetamina e cocaina (CART)
como pode ser observado na FIGURA 3 (DAMIANI e DAMIANI, 2011).

Figura 3: Acéo da leptina no Sistema Nervoso Central
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Fonte: Adaptado de Ribeiro et al, 2007

A sinalizacao intracelular da leptina € desencadeada pela ligacdo da leptina
no seu receptor, que promove a ativacao de Janus quinase 2 (JAK2), o qual leva a
fosforilagédo de trés residuos de tirosina em LEPR e a ativacdo da via JAK2/STATS3.
O STAT3 (Signal Transducer and Activator of Transcription 3) é recrutado pelo
receptor e fosforilado, resultando no aumento de sua translocagéo para o nucleo. No
nacleo, o STAT3 liga-se a regides promotoras de genes orexigenos, peptideo
relacionado ao gene agouti (AGRP) e neuropeptideo Y (NPY), e anorexigenos,
proopiomelanocortina (POMC) e transcritos relacionados a anfetamina e cocaina

(CART). Esta via também ativa a transcricdo do gene supressor de sinalizacao de
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citocinas (SOCS3), que atua inibindo a fosforilacdo de LEPR e/ou pela sua ligacéo
direta em JAK2 e STAT3. Outro mecanismo de inibicdo ocorre pela defosforilacéo de
JAK2, mediada pela tirosina fosfatase PTB-1B (GUO et al., 2013).

A leptina também estimula a via fosfatidil inositol 3 quinase (PI3K) pelo
substrato do receptor da insulina (IRS). Esta via esta envolvida na ativacdo de genes
e modificacdo da atividade celular pela despolarizagdo de canais idnicos (MORRIS,
20009).

Figura 4 — Sinalizac&o intracelular da leptina
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Fonte: Adaptado de Fruhbeck, 2006

2.4.2 Acdes periféricas da leptina

Além de a leptina desempenhar a funcédo de balanco energético no sistema
nervoso central ela também desempenha acdes periféricas (RIESTA et al., 2010),

tais como:



a)

b)

d)
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Sistema Reprodutivo: Em ratos ob/ob, a administracdo de leptina leva ao
aumento da secrecao de gonadotrofinas com retorno da fertilidade, indicando
a acao dessa proteina na funcdo gonadal e na fertilidade (HERMSDORFF et
al., 2006).

Niveis de presséao arterial: Foi demonstrado que a leptina age diretamente no
rim, aumentando a excrecao renal de sodio e a producdo de Oxido nitrico, o
que pode resultar em queda dos niveis pressoricos (acdo depressora). Por
outro lado a leptina também gera excitagdo simpética no rim que, por sua vez,
aumenta os niveis da pressdo arterial (BOER-MARTINS et al.,, 2012;
MARCHI-ALVES et al., 2010).

Sistema Imune: Receptores para leptina sdo expressos nas células
hematopoiéticas e agem sinergicamente com outras citocinas melhorando a
proliferacdo de leucdcitos, especificamente das células T4 (HERMSDORFF et
al., 2006).

Homeostase da glicose: Foi constatado que existem receptores de leptina no
pancreas e que esta reduz e excrecdo de insulina e a hiperinsulinemia em
ratos ob/ob. Alguns achados sugerem que a leptina tem um poder inibitorio
agudo e efetivo na secre¢do pancreatica de insulina (EMILSSON et al., 1997)

Além disso, ao se avaliar as proteinas ativadas pela leptina e pela insulina na
sinalizagdo celular no hipotalamo, fica evidente que ambas atuam sobre vias
celulares semelhantes. Esta sobreposicdo de vias de sinalizacdo sugere que
ambos os horménios controlam de forma reciproca os efeitos gerados pelo
outro. Este fendbmeno de comunicacéo entre vias de sinalizagdo denomina-se
cross-talk molecular (VELLOSO, 2006).



27

Figura 5 — Funcdes da leptina
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2.4.3 Polimorfismos nos genes LEP (rs7799039) e LEPR (rs1137101)

O polimorfismo G2548A (rs7799039) consiste em uma troca de um Uunico
nucleotideo que substitui uma adenina (A) por uma guanina (G) na regido promotora
do gene da LEP (LIU, 2011). A frequéncia alélica em europeus segundo o Projeto
International HapMap € G: 0,51 e A: 0,48. (http://hapmap.ncbi.nim.nih.gov, acesso
em setembro de 2014).

Segundo Hoffstedt, esse polimorfismo influencia na expressdo génica da
leptina avaliada em células adiposas (in vitro). Esse estudo demostrou que
individuos com genotipo AA apresentaram niveis de RNA mensageiro (RNAm) 60%
maiores que os gendtipos GA e /GG. Além disso, individuos portadores do gendtipo
AA apresentaram maiores niveis de leptina plasmatica quando comparados com
individuos portadores dos genotipos GA e /GG (HOFFSTEDT et al., 2002).

O polimorfismo GIn223Arg (rs1137101) consiste em uma troca de um dnico
nucleotideo, que substitui uma adenina (A) por uma guanina (G), no gene da LEPR,

ocasionando a troca de um aminoacido glutamina (GIn) por um aminoacido arginina
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(Arg), no codon 223 do éxon 6 (SANTOS, 2005). A frequéncia do alelo A deste
polimorfismo tem sido maior que a do alelo G em europeus (A: 0,52 e G: 0,47),
segundo o Projeto International HapMap (http://hapmap.ncbi.nlm.nih.gov, acesso em
setembro de 2014).



Tabela 1 — Estudos realizados com os polimorfismos GIn223Arg e G2548A

Polimorfismo N da amostra Pais Principais Achados Referéncia
rs1137101 280 mulheres Bélgica  Neste estudo avaliaram-se trés polimorfismos, incluindo o GIn223Arg. Wauters, M. et al., 2001
caucasianas Este estudo ndo encontrou associacdo entre este polimorfismo com o
IMC, peso ou gordura corporal.
Mulheres homozigotas GG apresentaram maior acimulo de gordura
abdominal, quando comparadas com homozigotas AA.
rs1137101 89 eutrdficos Grécia O gendtipo AA do polimorfismo GIn223Arg foi associado com obesidade  Yiannakouries, N. et al.,
29 sobrepeso/ (aumento de IMC e % de gordura corporal). 2001
obesidade
rs1137101 260 idosos de Brasil Este estudo n&do encontrou associacdo entre 0s gendtipos do Santos, 2005
ambos os polimorfismo GIn223Arg com o IMC, perfil lipidico ou com os niveis de
géneros pressao arterial.
rs1137101 Adolescentes: México Nao foi encontrada diferenga significativa nas frequéncias genotipicas Guizar-Mendoza, JM. et al.,
55 obesos do polimorfismo GIn223Arg entre obesos e ndo obesos. Porém, o 2005
48 nao obesos genotipo GG apresentou uma alta prevaléncia em individuos com niveis
de insulina maiores que 100pmol/l. Os adolescentes com esse perfil de
insulina (maiores que 100pmol/l) também apresentaram maiores niveis
de leptina, aumento de IMC e presséo arterial.
rs1137101 150 né&o obesos Brasil Os resultados demonstraram uma associacdo entre o polimorfismo Duarte, SFP. et al., 2006
200 obesos RJ GIn223Arg e a obesidade (aumento de IMC).
rs1137101 Homens: USA Individuos obesos apresentaram maior frequéncia do genotipo AA do Masuo, K. et al., 2008
40 eutroéficos polimorfismo GIn223Arg. O gendtipo AA também foi associado com
45 sobrepeso aumento de IMC, circunferéncia da cintura e de leptina plasmatica.
44 obesos
rs1137101 400 homens UK Estudo demonstrou que homens com genétipo GG do polimorfismo Doukas, et al., 2013



rs1137101

rs1137101
e
rs7799039

rs1137101
e
rs7799039

rs1137101
e
rs7799039

rs1137101
e
rs7799039

284 diabéticos
281 nao
diabéticos
(Multiétnico:
Malasios,
Chineses e
Indianos)

Caucasianos:
303 obesos
606 nao obesos

226 obesos
sendo 33
obesos
extremos
182 néo obesos

150 ndo obesos
200 obesos

202 obesos

Malasia

Espanha

Taiwan

Brasil
RJ

Romania

GIn223Arg apresentavam menos saciedade apds a alimentacdo que
individuos com gendtipo AA.

Este estudo mostrou que a frequéncia do gendétipo GG do polimorfismo
GIn223Arg foi significativamente superior em diabéticos do que em nao
diabéticos, mas apenas em Chineses. Em Indianos e Malasios néao foi
encontrada diferenca significativa.

Este estudo ndo encontrou associacao entre o polimorfismo G2548A e
risco de obesidade. Também nado obteve diferenca significativa com
IMC, circunferéncia da cintura, circunferéncia do quadril e perfil lipidico.
Em contrapartida, o estudo encontrou associacdo significativa do
polimorfismo GIn223Arg com o risco de obesidade. O genétipo AA, apés
ajuste de co-varidveis (educagdo, tabagismo, consumo de alcool e
atividade fisica), mostrou-se associado com uma diminuigdo no risco de
obesidade.

O gendtipo homozigoto GG, do polimorfismo G2548A, foi associado
com obesidade extrema (IMC = 35 kg/mz). Porém, esse geno6tipo néo foi
associado com obesidade moderada.

A média de circunferéncia da cintura foi significativamente maior em
individuos com o gendtipo GG, do polimorfismo G2548A, quando
comparados com heterozigotos (G/A) ou homozigoto (AA), no grupo dos
obesos.

Os resultados do estudo sugerem que o polimorfismo GIn223Arg esta
associado com o aumento de IMC. Um haplétipo contendo os
polimorfismos GIn223Arg e G2548A foi associado com o aumento do
risco para obesidade.

O gendétipo GG do polimorfismo G2548A foi associado com aumento do
risco para obesidade, apGs ajuste de co-variaveis (idade e sexo). Esse
mesmo genoétipo foi associado ao aumento de leptina sérica, apés
ajuste de co-variaveis (idade, sexo e IMC).

Etemad, A. et al., 2013

Portolés, O. et al., 2006

Wang, et al., 2006

Duarte, SFP. et al., 2007

Constantin, A. et al., 2010
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rs1137101
e
rs7799039

rs1137101
e
rs7799039

rs1137101
e
rs7799039

rs1137101
e
rs7799039

160 obesos
169 nao obesos

148 obesos
178 néo obesos

160 adultos de
ambos 0s sexos

Multi-étnico
(Malasios,
indianos e
Chineses)
190 obesos
218 nao obesos

Tunisia

Brasil

México

Malasia

Portadores do alelo A, do polimorfismo GIn223Arg, apresentaram niveis
maiores de triglicerideos e glicose, apés ajuste de co-variaveis (idade,
sexo e IMC).

O gendtipo AA do polimorfismo G2548A apresentou associacao
significativa com o aumento de IMC, de circunferéncia da cintura, de
colesterol total e com a diminuicédo de HDL-c.

O gendtipo GG do polimorfismo GIn223Arg apresentou associacao
significativa com aumento do colesterol total, glicemia, insulina e com a
diminuicdo de HDL-c.

O gendtipo GG do polimorfismo GIn223Arg e
aumentados foram associados com obesidade.

lipidios séricos

Este estudo ndo encontrou associacao significativa entre os genétipos
dos polimorfismos GIn223Arg e G2548A e o IMC, relacdo cintura
quadril, e percentual de gordura corporal.

Quatro polimorfismos foram avaliados,
G2548A.

Os gendtipos de ambos ndo foram associados com obesidade.

G2548A ndo apresentou associagdo com nenhuma variavel
antropométrica ou clinica investigada, mesmo apés ajustes de
covariaveis.

Ao ajustar para grupos étnicos, para o polimorfismo GIn223Arg,
demonstrou-se que individuos homozigotos AA apresentaram niveis de
pressdo significativamente menores, quando comparados com
homozigotos GG. Os individuos com genétipo GG também
apresentaram maiores indices de adiposidade (1 de IMC, 1 de
percentual de gordura corporal e 1 de gordura visceral), quando
comparados com individuos com gendtipo AA. O percentual de musculo
esquelético foi significativamente menor em individuos com gendétipo
GG, quando comparados com AA.

incluindo o GIn223Arg e

Boumaiza,l. etal., 2012

Oliveira, R. et al., 2013

Carrillo, VJP. et al., 2013

Fan and Say. 2014

31



rs7799039

rs7799039

rs7799039

rs7799039

rs7799039

109 sobrepeso
314 eutrdficos

118 individuos
saudaveis

Mulheres:
100 obesas
128 néo obesas

880
Adolescentes de
ambos o0s sexos

100 obesos
110 n&o obesos

Franca

Grécia

Brasil
SP

Espanha

Brasil

O estudo encontrou uma frequéncia maior do alelo G no grupo
sobrepeso, porém quando reajustado para género este alelo foi
associado apenas a homens com sobrepeso.

Dois polimorfismos foram estudados, incluindo o G2548A.

O estudo ndo encontrou associacao significativa entre os polimorfismos
e IMC, % de gordura corporal e relacdo cintura quadril. Porém
encontrou significAncia com niveis mais elevados de leptina livie em
portadores do genétipo G/A.

Mulheres portadoras do alelo G do polimorfismo G2548A apresentaram
quatro vezes maior risco de ter obesidade, apds ajuste de co-varidveis
(idade, hipertenséo, doenca arterial coronariana, tabagismo e atividade
fisica).

O alelo G também foi relacionado com 1 do IMC e 1t da leptina
plasmatica.

N&o foi encontrado associacdo entre o polimorfismo e hipertenséo,
hiperglicemia, dislipidemia e doenca arterial coronariana.

Meninos com gendtipo AA apresentaram niveis menores de leptina,
quando comparados com genotipo AG e GG. A circunferéncia de quadril
também foi menor em gendtipos AA, quando comparados com GG.
Além disso, o0 genétipo AA apresentou valores menores de IMC,
circunferéncia da cintura e percentual de gordura corporal. N&o foi
observada diferenca significativa na relagao cintura quadril.

Meninas com genétipo AA também apresentaram menores niveis de
leptina, IMC e circunferéncia do quadril, quando comparadas com
gendtipo GG. Né&o foi observada diferenca significativa na relagao
cintura quadril e no percentual de gordura corporal.

Portadores do alelo G no polimorfismo G2548A revelaram um risco oito
vezes maior de ter obesidade quando comparados com genotipo AA.

O estudo nédo encontrou associa¢do entre o polimorfismo e hipertensao,
hiperglicemia e dislipidemia.

Mammes, O. et al., 2000

Yiannakouris, et al., 2003

Hinuy, et al., 2008

Reistra, P. et al., 2010

Hinuy, et al., 2010
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IMC: indice de massa corporal. Tabela elaborada pela autora.



3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

O presente estudo fez parte dos estudos desenvolvidos pelo grupo “Aspectos
nutrigenéticos de parametros bioquimicos e antropométricos: implicacdes para
saude humana”, vinculado ao programa de Pés Graduacgdo Scricto Sensu Mestrado
em Biotecnologia do Centro Universitario Univates. E classificado como um estudo
transversal e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario
UNIVATES, sob protocolo numero 110/11.

A amostra foi composta por 378 mulheres adultas, atendidos no Ambulatério
de Nutricdo da UNIVATES. As mesmas foram abordadas e convidadas a participar
do estudo, sendo que, as que aceitaram, assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO 1) .

3.1 Critérios de incluséao

Foram incluidos na pesquisa individuos do sexo feminino, maiores de 18
anos, com vinculo com a UNIVATES, acompanhados no grupo “Aspectos
nutrigenéticos de paradmetros bioquimicos e antropométricos: implicacbes para

saude humana”, e que assinaram o TCLE.
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3.2 Critérios de exclusao

Foram excluidos os individuos os que ndo apresentaram condi¢cdes de
compreender ou assinar o TCLE, gestantes, soropositivos, pacientes com cancer e
usuarios de medicamentos que interfiram nos niveis glicémicos, lipidicos e inibidores

de apetite.

3.3 Anamnese e recordatorio 24 horas

As participantes da pesquisa foram inicialmente avaliadas por estagiarias do
Curso de Graduacdo em Nutricdo, do Centro Universitario Univates, que aplicaram
uma anamnese (ANEXO 2), coletando dados de estilo de vida e de hébitos
alimentares. Nesta anamnese foi realizado o recordatorio alimentar de 24 horas, um
método de consumo alimentar classificado como retrospectivo. Este método consiste
em quantificar todo o consumo de alimentos nas 24 horas anteriores a entrevista, ou
durante o dia anterior (COSTA et al., 2006). O registro alimentar de 24 horas é o
mais comumente utilizado, por ser um instrumento bem aceito pelos entrevistados,
pelo curto tempo de administragdo, baixo custo e por ndo promover alteracdes na
dieta habitual do individuo (BEATON, 1994). Este recordatorio teve por objetivo

guantificar a média de carboidratos (HC) consumidos pelas participantes.

O recordatdrio de 24 horas foi avaliado pelo software DietWin Profissional 2.0,
para determinar o valor e a composi¢ao de macro e micronutrientes da dieta. O valor

de referéncia para o consumo de HC foi a DRIs (Dietary Reference Intakes, 1997).

3.4 Medidas antropomeétricas
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As medidas antropométricas foram realizadas por pessoal qualificado e
previamente treinado. As medidas coletadas foram: peso, altura, circunferéncia da

cintura e circunferéncia do quadril.

O peso foi aferido por balanca de precisdo marca Welmy, em superficie plana.
As participantes foram orientadas a ficarem descalcas, vestirem avental e retirarem

adornos.

A altura foi aferida com a utilizacdo de estadibmetro compacto, da marca
Wiso, com haste fixa, em parede, sem rodapé e com piso ndo acarpetado. As

participantes foram orientadas a ficarem descalcas e sem adornos na cabeca.

O indice de massa corporal (IMC) foi determinado pela divisdo do peso, em
quilogramas, pelo quadrado da altura, em metros (kg/m?), e classificado segundo as
recomendacées da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) em: < 18,5 kg/m? (baixo
peso); 18,5 a 24,9 kg/m? (normal); 25 a 29,9 kg/m? (sobrepeso); e = 30 kg/m?
(obesidade) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1995).

A medida da circunferéncia da cintura (CC) foi realizada com fita métrica
inextensivel, marca Cescorf, no nivel natural da cintura, ponto médio entre a crista
iliaca anterior superior e a ultima costela, com precisdo de 0,1 cm. Os valores
considerados ideais serdo valores abaixo de 80,0 cm para as mulheres (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 1997).

A circunferéncia do quadril foi aferida no ponto de maior protuberancia dos
gluteos, com o auxilio de fita métrica inelastica, de material resistente e flexivel, da

marca Cescorf.

A razao cintura-quadril (RCQ) foi obtida pela divisdo dos perimetros da cintura
(cm) e do quadril (cm). O valor encontrado pode ser utilizado como indicador para
gordura visceral e ser considerado um indicador de risco para doenca
cardiovascular. De acordo Lohman e colaboradores (1988), os pontos de corte de

risco sao 20,85 para mulheres.
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3.5 Percentual de gordura corporal

O percentual de gordura corporal foi obtido pela impedancia bioelétrica
horizontal (Biodynamics), onde as participantes seguiram as seguintes orientagoes:
jejum, auséncia de cafeina por 24 horas e de &lcool por 48 horas, bexiga vazia, nao
ter praticado atividade fisica um dia antes do teste e ndo estar em periodo
menstrual. O percentual de gordura corporal foi utilizado para classificar o individuo
segundo a composicdo corpérea. A referéncia de percentual de gordura se deu
segundo Pollock e Wilmore (1993), sendo ideal de 23 a 25% para o sexo feminino,

na faixa etaria da amostra.

3.6 Exames laboratoriais

A coleta de sangue para as andlises bioquimicas (perfil lipidico e glicose de
jejum) foi realizada por pesquisadores treinados, fazendo uso de material
descartavel e de EPI's (Equipamentos de Protecao Individual), para evitar qualquer
possibilidade de contaminacéo. As participantes da pesquisa foi requisitado estarem

em jejum de, no minimo, doze horas.

As dosagens do perfil lipidico, Colesterol Total (CT), Triglicerideos (TG) e
lipoproteina de alta densidade (HDL-c), e da glicose jejum foram realizadas de
acordo com o protocolo do kit comercial Bioclin®, em equipamento automatizado
Mindray BS120, no Laboratério de Analises Clinicas da Instituicdo, por método
enzimatico colorimétrico. A lipoproteina de baixa densidade (LDL-c) foi calculada
através da Equacéo de Friedewald (1972): colesterol LDL (mg/dL) = Colesterol total
— colesterol HDL - (Triglicerideos/5).

Os valores de referéncia para a glicose de jejum foram avaliados de acordo
com as Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes: até 99 mg/dl normal, de 100-
125 mg/dl pré-diabetes e maior que 125 mg/dl diabetes. (DIRETRIZES DA
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SOCIEDADE BRASILEIRA DE DIABETES, 2012-1013). O perfil lipidico teve por
referéncia a V Diretriz Brasileira de Dislipidemias, onde o colesterol total deve ser <
que 200 mg/dl; o LDL-c < 130 mg/dl; o HDL-c > 60 mg/dl e os triglicerideos < 150
mg/dl. (V DIRETRIZ BRASILEIRA DE DISLIPIDEMIAS E PREVENQAO DA
ATEROSCLEROSE DO DEPARTAMENTO DE ATEROSCLEROSE DA
SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 2013).

3.7 Extracao do DNA e amplificagdo dos polimorfismos

Para as analises moleculares dos polimorfismos, rs7799039 e rs1137101, foi
extraido o DNA gendmico, a partir do sangue total, de acordo com um protocolo de
extracdo de DNA adaptado da técnica descrita por Lahiri e Nurnberger (1991).

Os polimorfismos foram amplificados pela técnica de discriminacdo 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

As frequéncias alélicas foram estimadas por contagem direta e o Equilibrio de
Hardy-Weinberg foi calculado com base nessas frequéncias pelo teste do qui-
guadrado. A comparacédo das caracteristicas clinicas, laboratoriais e antropométricas
da amostra entre os diferentes gendtipos foi realizada através do teste do qui-
quadrado (variaveis categodricas) ou através de modelos lineares univariados
(variaveis continuas). Variaveis que ndo seguiam a distribuicdo normal foram
logaritimizadas. Em caso de resultados significativos, comparac¢des post-hoc foram

realizadas pelo teste de Tukey.



4 RESULTADOS

Aidade média da amostra foi de 25,1 anos (£6,2). As frequéncias alélicas da
variante rs7799039 foram 0,58 (G) e 0,42 (A) e para o polimorfismo rs1137101 foram
0,57 (A) e 0,43 (G). As frequéncias genotipicas, em ambos os polimorfismos, nao
revelaram um desvio significativo dos valores esperados para o Equilibrio de Hardy-

Weinberg. As frequéncias alélicas genotipicas estao descritas na TABELA 2.

Tabela 2 — Frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos investigados

Genotipo n (%) Valor P 2
LEP rs7799039 GG 129 (34,1)
GA 181 (47,9)
AA 68 (18,0) 0,74
Alelo G 0.58
Alelo A 0.42
LEPR rs1137101 AA 122 (32,3)
GA 189 (50,0)
GG 67 (17,3) 0,67
Alelo A 0.57
Alelo G 0.43

# Equilibrio de Hardy-Weinberg

As comparagOes entre as variaveis clinicas, laboratoriais e antropométricas
da amostra, entre os diferentes genotipos, para ambos os polimorfismos, estdo
descritas na TABELA 3. N&do foram observadas associacdes significativas com o

consumo de alcool e nicotina para nenhum dos polimorfismos. Da mesma forma,
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com relacdo aos parametros bioquimicos avaliados, glicemia e perfil lipidico (CT,
HDL, LDL e triglicerideos), também nédo foram detectadas associacdes significativas
(TABELA 3).

Nossos resultados evidenciaram associagdes significativas do polimorfismo
LEP G2548A com os parametros antropométricos peso, IMC, CC, RCQ e % gordura
corporal (TABELA 3). As analises post-hoc revelaram que as mulheres homozigotas
AA apresentaram valores médios de peso, IMC, CC, RCQ e % gordura corporal
significativamente maiores, quando comparadas com as heterozigotas AG (IMC, CC
e % gordura: P<0,001; peso: P<0,01; RCQ: P<0,05) e com as homozigotas GG (%
gordura: P<0,001; IMC, CC e RCQ: P<0,01; peso: P<0,05) (FIGURA 6, A, B, C, D,
E).

Para o polimorfismo LEPR GIn223Arg associacdes significativas foram
detectadas com os parametros antropométricos peso, IMC e CC (TABELA 3). Nas
andlises post-hoc, no entanto, apenas a variavel IMC manteve-se significativa, na
qual foi observado que mulheres homozigotas GG apresentaram valores médios de
IMC maiores do que as heterozigotas GA (P<0,05) (FIGURA 6, B).



Tabela 3 — Caracteristicas clinicas, laboratoriais e antropométricas da amostra de acordo com os gendétipos investigados.

LEP rs7799039

LEPR rs1137101

Todas GG GA AA Valor P AA GA GG Valor P
(n = 378) (n = 129) (n =181) (n = 68) (n = 122) (n = 189) (n = 67)
Idade (anos) 25,1 (6,2) 25,3 (6,8) 24,8 (6,0) 25,7 (5,9) 0,561 24,3 (4,5) 25,4 (6,6) 26,6 (7,4) 0,597
Tabagismo lifetime (sim) 13 (3,4) 5(3.,9) 5 (2,78) 3(4,4) ] 0806° 2 (1,6) 7 (3,7) 4(59) | 0,281°
Uso de alcool (sim) 205 (54,2) 74 (57,4) 98 (54,1) 33 (48,5) 0,735 69 (56,6) 95 (50,3) 41 (61,2) 0,743
Carboidratos (g R24 horas) 216,3 (82,9) 219,7 (81,8) | 209,8 (77,9) 227,7 (96,7) 0,280 | 208,9(72,1) | 218,1(88,9) | 225,1(83,9) 0,407
Bioquimica
Glicemia (mg/dl) 85,8 (7,7) 86,0 (7,6) 85,3 (8,0) 86,9 (7,1) 0,206 85,7 (7,2) 85,6 (7,7) 86,6 (8,7) 0,453
Colesterol total (mg/dl) 177,1 (38,9) 175,1(32,5) | 176,9 (40,5) 181,3 (42,2) 0,850 | 175,5(38,1) | 179,3(40,2) | 173,2(36,6) 0,396
Colesterol HDL (mg/dl) 63,5 (15,5) 63,1 (15,1) 63,9 (14,4) 62,9 (19,2) 0,714 64,7 (16,8) 63,6 (14,8) 60,6 (15,1) 0,115
Colesterol LDL (mg/dl) 94,3 (31,8) 92,5 (29,9) 93,9 (32,2) 98,8 (34,4) 0,592 91,1 (31,7) 96,3 (33,2) 94,6 (27,4) 0,459
Triglicerideos (mg/dl) ? 4,6 (0,4) 4,5(0,4) 4,5(0,4) 4,5 (0,5 0,739 4,5(0,4) 4,5 (0,4) 4,4 (0,4) 0,294
Parametros
antropométricos
Peso (kg) 64,7 (12,0) 64,3 (11,0) 63,3 (11,4) 69,2(14,4) 0,001 64,0 (11,4) 64,1 (11,8) 67,6 (13,4) 0,037
IMC (kg/m°®) 23,8 (4,1) 23,6 (3,8) 23,3 (3,8) 25,7 (5,0 0,001 23,7 (4,0) 23,6 (4,0) 24,5 (4,3) 0,011
Cintura (mm) 73,4 (8,9) 72,8 (7,7) 72,4 (8,4) 77,3 (11,1) 0,001 73,0 (8,3) 72,4 (8,7) 75,4 (10,3) 0,043
RCQ 0,73 (0,05) 0,73 (0,05) 0,73 (0,06) 0,75 (0,05) 0,012 0,73 (0,05) 0,73 (0,05) 0,74 (0,07) 0,933
Gordura corporal (%) 29,1 (5,4) 28,5 (5,3) 28,6 (5,2) 31,5 (5,7) 0,001 29,3 (5,2) 28,7 (5,3) 29,9 (5,8) 0,136

Os dados estdo expressos como média e (desvio padrao) ou n e (%);
*Transformado em logaritmo natural:°Teste exato de Fisher.




Figura 6 — Analise dos post hoc sobre parametros antropométricos
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5 DISCUSSAO

Diversos estudos de todo o mundo relacionam os polimorfismos G2548A, no
gene da leptina e GIn223Arg, no gene do receptor da leptina, com obesidade
(SANTOS, 2005; DUARTE et al., 2006; MASEIO et al., 2008; PORTOLES et al.,
2006; WANG et al., 2006; DUARTE et al., 2007; BOUMAIZA et al., 2012; HINUY et
al., 2008; RIESTRA et al., 2010; HINUY et al., 2010).

Porém, muitos estudos nédo replicaram os resultados de associacdo destes
polimorfismos com obesidade (CARRILO et al., 2013; FAN e SAY, 2014,
YIANNAKOURIES et al., 2003).

Nosso estudo encontrou associagdo do polimorfismo no gene da leptina,
G2548A com dados antropométricos, revelando que portadoras do genoétipo AA
apresentaram valores médios de peso, IMC, CC, RCQ e % de gordura corporal
maiores, quando comparados com portadoras dos genétipos AG e GG. Vale
ressaltar que a diferenca de peso foi de quase 5 kg a mais em mulheres portadoras
do gendtipo AA, quando comparadas com o gendtipo GG. Atualmente ja se sabe
que a perda de 5 a 10 % de gordura corporal € suficiente para melhorar a
sensibilidade a insulina e reduzir os riscos das co-morbidades em obesos (SANTOS
et al.,, 2011). O presente estudo detectou uma diferenca de 3% de gordura a mais
em portadoras do genotipo AA guando comparadas com o genotipo GG em
mulheres saudaveis. Hoffstedt (2002) demonstrou que esse polimorfismo influencia
na expressao génica da leptina, avaliada em células adiposas (in vitro), onde
individuos com genotipo AA apresentaram niveis de RNAm 60% maiores que oS

genotipos GA/GG. Além disso, individuos portadores do gendtipo AA apresentaram



43

maiores niveis de leptina plasmatica, quando comparados com individuos
portadores dos gendtipos GA/GG. Romero e Zanesco (2006) mostraram que
individuos obesos apresentam niveis plasmaticos de leptina mais elevados, cerca de
cinco vezes mais que aqueles encontrados em sujeitos magros. A resisténcia a
leptina se explicaria por uma baixa sensibilidade a acdo do horménio ou os altos
niveis séricos de leptina levariam a uma resposta inadequada (deficiéncia relativa de
leptina). Assim, postula-se que um acumulo excessivo de leptina poderia levar a
uma "down-regulation” dos receptores centrais e a um reajuste do seu efeito inibidor
sobre o apetite. A teoria de resisténcia a leptina ganhou forgca quando um estudo de
escalonamento de dose de leptina recombinante obteve resultados negativos ao
tentar avaliar a perda de peso ao se injetar leptina recombinante. Essa condi¢cao
parece estar associada a varios fatores de risco para doencas cardiovasculares e
outros estados patolégicos, como obesidade, sindrome metabdlica, resisténcia a

insulina, diabete mellitus tipo 2 e hipertenséo arterial sistémica. (GOMES et al, 2010)

Um estudo do tipo caso controle, incluindo individuos obesos e ndo obesos,
realizado na Tunisia por Boumaiza e colaboradores (2012), também detectou uma
associacdo do genodtipo AA com aumento de risco para obesidade, incluindo o
aumento de IMC. Porteles e colaboradores (2006) ndo encontraram associacao
significativa deste polimorfismo com o IMC e a CC, da mesma forma que
Yannakouris e colaboradores (2003) que, em estudo realizado na Grécia, nao
encontraram associacdo com o IMC, a RCQ e a % de gordura corporal. Outros
estudos, realizados pelo mundo, apresentaram desfechos contrarios ao encontrado
neste estudo, sendo o caso de Mammeés e colaboradores (2000), Hinuy e
colaboradores (2008), Reistra e colaboradores (2010) e Hinuy e colaboradores
(2010) que detectaram associacdes entre o gendtipo GG com a obesidade e com

alteracdes de parametros antropométricos.

Neste estudo o polimorfismo do receptor da leptina GIn223Arg, foi associado
com valores mais elevados de peso, IMC e CC nas homozigotas GG. Porém néo foi
associado com a RCQ nem com o % de gordura corporal. Vale ressaltar que as
mulheres com o avancar da idade e entrada no climatério (alteracdes hormonais)
apresentam um acumulo de gordura visceral com distribuigcdo central ou abdominal

predominante, que caracteriza o perfil androide, este associado com aumento de
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doencas cardiovasculares (RASKIN et al., 2000). Este estudo encontrou associacéo
do aumento de CC em mulheres portadoras do genétipo de risco em ambos os
polimorfismos investigados, enfatizando que a média de idade ficou em 25 (£6,2)
anos. Um estudo realizado na Bélgica por Wauters e colaboradores (2001)
demonstrou que mulheres portadoras do gendtipo GG apresentaram associacao
com maior acumulo de gordura abdominal. Da mesma forma que Porteles e
colaboradores (2006) demonstraram que portadores do genétipo AA apresentavam
risco diminuido de obesidade. Fan e Say (2014) também associaram o genétipo GG,
do polimorfismo GIn223Arg, com o aumento de IMC, de % de gordura corporal e de
gordura visceral, quando comparados com individuos portadores do genoétipo AA.
Outros estudos foram caracterizados por desfechos contrarios, como € o caso de
Yiannakouries e colaboradores (2001) e Maseio e colaboradores (2008), que
associaram o genotipo AA com individuos sobrepeso e com valores aumentados de
IMC e CC. E ainda os estudos que ndo encontraram associacdo entre este
polimorfismo com obesidade ou com dados antropométricos, como Wang e
colaboradores (2006) e Carrillo colaboradores (2013).

Essa diferenca de resultados pode ocorrer devido a etnia, idade e sexo. Nos
préprios estudos brasileiros existe divergéncia nos resultados que podem ser
explicados pela miscigenacdo do povo brasileiro, constituida por uma grande
variedade racial, que ocorreu devido a mistura de diversos grupos (IBGE, 2000).

O presente estudo ndo encontrou associacdo entre o0s genoétipos do
polimorfismo G2548A com o perfil lipidico e a glicemia. O mesmo ocorreu nos dois
estudos brasileiros realizados por Hinuy e colaboradores (HINUY et al., 2008;
HINUY, et al., 2010), que avaliaram amostra de obesos e ndo obesos nos dois
estudos. Oliveira e colaboradores (2013) realizaram um estudo em S&o Paulo e ndo
encontraram associacdo entre 0os genotipos deste polimorfismo com perfil lipidico e
glicemia. Porteles e colaboradores (2006), que avaliaram a populagdo espanhola,
também ndo encontraram associacdo com o perfil lipidico. Porém, Boumaiza e
colaboradores (2012) encontraram associagcdo entre o genotipo AA e aumento de
colesterol total com diminuigéo de HDL-c.
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Em relagcdo ao polimorfismo no gene LEPR GIn223Arg Santos (2005),
Porteles e colaboradores (2006) n&do encontraram associacdo entre este
polimorfismo e perfil lipidico. Assim como o estudo realizado na Finlandia por
Saukko e colaboradores (2010) que associaram este polimorfismo com aumento de
risco para aterosclerose, mas nao encontraram associacao com perfil lipidico. Nosso
estudo também nao encontrou associacao com perfil lipidico. J& o estudo realizado
na Romania por Constantin e colaboradores (2010) associou o genotipo AA com
aumento dos niveis de triglicerideos e glicose jejum. Boumaiza e colaboradores
(2012) também encontraram associacdo, porém foi o gendtipo GG que foi associado
com aumento do colesterol total e diminuicdo do HDL-c. Etemad, e colaboradores
(2013) detectaram, em estudo na Malasia, uma associagcéo entre o gendtipo GG e a
diabetes.

E possivel que o fato deste estudo ndo ter encontrado associacdo entre
genotipos destes polimorfismos com perfil lipidico e a glicemia esteja relacionado

com a composicdo da amostra investigada, predominantemente saudavel.

Poucas pesquisas envolvem a interacdo de nutrientes e genética. Doukas e
colaboradores (2013) demonstraram que homens com genoétipo GG do GIn223Arg
apresentavam menos saciedade apds a alimentacdo que individuos com gendétipo
AA. Bienertova-Vasku (2010) realizou um estudo caso-controle, avaliando possiveis
associacdes de polimorfismos com obesidade, estilo de vida e habitos alimentares e
detectou que portadores do genétipo GG do polimorfismo GIn223Arg expressaram

uma tendéncia de maior consumo de energia no jantar.

A influéncia do consumo de carboidratos ainda é bastante controversa.
Segundo Carvalho e Alfenas (2008) o elevado consumo de carboidratos tem sido
associado ao aumento da obesidade, das dislipidemias, da intolerancia a glicose e
da resisténcia a insulina, estando dessa forma entre os fatores de risco para as
doencas cardiovasculares. Aléem disso, o consumo de dietas com alto teor de
carboidratos pode aumentar as concentragdes de triglicerideos plasmaticos e reduzir

as concentracoes de HDL-c.

Este estudo avaliou consumo de carboidratos e nao foi associado com o0s

gendtipos dos polimorfismos analisados. Porém, pode-se observar que 0 consumo



46

de carboidratos excedeu a recomendacao da DRIs (130g/d) em todos os gendtipos
avaliados. Estudo realizado por Rathnayake e colaboradores (2014) em mulheres
mostrou que a dieta das mesmas oferecia 70% da energia provinda de carboidratos,
sendo uma média de 275,57 g/dia. Esse dado foi associado com o aumento de
gordura abdominal nas mulheres investigadas. Um estudo realizado no Sul do Brasil
por Barazzetti e colaboradores (2013) também encontrou uma média de consumo de
carboidratos superior & recomendada em mulheres da terceira idade (210 £ 72,2
g/d), enfatizando que a maioria da amostra estava com sobrepeso ou obesidade.



47

6 CONCLUSAO

Apesar dos inumeros estudos relacionarem estes dois polimorfismos (G2548A
e GIn223Arg) com obesidade, outras pesquisas ndao encontram esse desfecho. Além
disso, existe a contradicdo entre 0s genoétipos associados a obesidade, mesmo em

estudos brasileiros.

Este estudo confirmou a associacdo destes polimorfismos e aumento dos
parametros antropométricos, indicando que os mesmos estdo relacionados com a

predisposicao a obesidade.

As limitacdes deste estudo referem-se a auséncia da avaliagdo dos niveis de
leptina, assim como dos teores dietéticos de carboidrato refinado. Outra limitagcdo a
ser destacada, refere-se a amostra da pesquisa. O estudo limitou-se a andlise de
individuos saudaveis, o que ndo possibilitou testar a ideia de um estudo caso-

controle com obesos.

Através deste estudo pode-se observar que os achados sobre estes dois
polimorfismos é contraditorio, desta forma deve-se enfatizar estudos sobre o impacto

destes dois polimorfismos no fenétipo de individuos do sul do Brasil.
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Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido

Vocé estd sendo convidado (a) a participar da pesquisa chamada “Aspectos
nutrigenéticos de parametros bioquimicos e antropométricos: implicacfes
para sautde humana”, que esta sendo desenvolvida por um grupo de professores e
alunos do Centro Universitario UNIVATES com o objetivo de investigar a interacao
entre a alimentacdo e polimorfismos genéticos, ou seja, verificar se as variacoes
genéticas podem influenciar na maneira como 0 seu metabolismo responde a

alimentagao.

Como parte da sua consulta no Ambulatério de Nutricdo vocé respondera um
guestionario 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
manh& 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. Serdo 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 ndo devera sentir
desconforto ou dor durante o procedimento. A coleta de sangue sera realizada por
um profissional treinado e serdo coletados 10 ml de sangue de uma veia do braco, e
vocé podera sentir um desconforto da picada durante a coleta. Através desta coleta
serdo verificados valores de colesterol total, HDL, glicose, triglicerideos e extracdo
de DNA para andlise genética. O material biolégico sera devidamente armazenado

por 5 anos apoés 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 0s
resultados dos exames laboratoriais e de Bioimpedancia. 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 nao havera
identificacdo pessoal ou publicagcdo do seu nome. Sua participacdo no estudo é
voluntaria, vocé pode retirar 0 seu consentimento e desistir de participar em
qualguer momento da pesquisa, sem que isso traga qualquer prejuizo para vocé no
trabalho ou ensino. A sua possibilidade de desisténcia ou n&o-participacdo 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 Resolugéo
CNS196/96.

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

haverd nenhuma forma de pagamento pela sua participacao.

A responsavel por esta pesquisa é a Professora Dra. Julia Pasqualini Genro, que
podera ser contatada para qualquer esclarecimento pelo telefone 051-84438332. O
Comité de Etica em Pesquisa da UNIVATES, que aprovou a execucdo deste projeto,

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

Este termo serd 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 qualquer tipo de constrangimento.

Data: [/ [/
Nome do participante da pesquisa Assinatura do participante da pesquisa
Nome do pesquisador Assinatura do pesquisador

gue aplica o questionario
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Anexo 2 — Anamnese alimentar e registro 24 horas

AMBULATORIO DE NUTRICAO
ANAMNESE ALIMENTAR

Nome:

Vinculo com a UNIVATES: () Aluno () Funcionario () Professor
DN: / /

Idade:

Data: / /

Objetivo:

Renda familiar mensal (em reais):
Quantas pessoas moram nha casa (vivem desta renda):
Gasto familiar mensal com alimentacao (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

() pos graduacéo (abre: mestrado, doutorado, especializagéo)
() estudante graduagéo

() estudante p6s graduacédo

Habitos de vida:

Trabalha? () sim () ndo, Se sim: horas/dia
Funcdo:
Como vocé classifica o nivel de stress do seu trabalho, de 0 a 10:
Posigéo: () sentado () em pé () sentado/em pé

Pratica atividade fisica? () sim () ndo, Se sim:

Atividade fisica que pratica:

Frequéncia: Duracao: hs/sem.

Segunda Atividade fisica que pratica:

Frequéncia: Duracéo: hs/sem.

Terceira Atividade fisica que pratica:

Frequéncia: Duracdao: hs/sem.

Outros:

Frequéncia: Duracéo: hs/sem.

Fumante: () sim cigarros/dia () ndo () 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 ingestao: X semana Quantidade ingerida: __ ml/dia
() cerveja, Frequéncia de ingestéo: x semana Quantidade ingerida:____ ml/dia
() destilado, Qual: Frequéncia de ingestéo: X semana

Quantidade ingerida: mi/dia

Horas de sono: hs/dia

Habitos Alimentares:

Liquidos que ingere: () agua, Quantidade: ml/dia

() cha, Quantidade: ml/dia

() chimarrdo, Quantidade: ml/dia

() refrigerantes, Quantidade: ml/dia

() suco, Quantidade: mi/dia ()

Outro Quantidade: ml/dia
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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?
() Mal passada () Bem passada
Belisca: () sim () ndo Tipo de alimento:
Motivo da belisca:

Utiliza sal adicional na comida: () sim () ndo Quais preparacdes/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 () ndo

Local que costuma fazer as refeigoes:
Desjejum: Almogo:
Jantar: Lanches:
Preferéncias alimentares (quais):
Aversoes alimentares (quais):
Alergias alimentares (quais):
Alergias medicamentosas (quais):
Intolerancias alimentares (quais):
Ja fez dieta? () sim () ndo, Quais?
Teve orientagdo: () sim () ndo -Se sim, quem orientou?
Resultado da dieta:

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

Histéria Clinica:

DM: () sim () n&o Qual:
HAS: () sim () ndo Pressdo arterial:
Cardiopatias: () sim () ndo Qual:
Colesterol elevado: () sim () ndo
Triglicerideos elevados: () sim () nao

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 irmaos): () Materno () Paterno

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

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

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

() Parentesco Primario ( pais e irmaos): () Materno () Paterno
()Parentesco Secundario (avés, tios e primos): ( )Materno ( )Paterno
Triglicerideos elevados: ()sim ()n&do

() 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 (avés, tios e primos): ( )Materno ( )Paterno
Obesidade: ()sim ()ndo

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

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

Exames Laboratoriais:

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

Colesterol total: LDL: HDL.:

Triglicerideos:
Acido urico:
Creatinina:
Eletrolitos:
TSH: T3: T4:
Outros:

Recordatério Alimentar 24 horas

Desjejum __ hs:
Colagdo _ hs:
Almogo__ 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

Sadio: mg/dia

Outros:

Vitaminas:

Dados Antropométricos:

PA: kg

Altura: cm

PU: kg

PI: kg

Relagéo cintura/quadril:
Protocolo de composicao corporal utilizado:

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

Data Peso Evolugéo IMC Data Peso

Evolugio

IMC




Composigao Corporal

Datas

Perimetros

Torax

Cintura

Ciuadril

Coxa

CB

Pregas

PCT

FCB

PsC

PCI

PCA

PCC

PCAM

PCSE

PCP

PCT

Resultados

% de Gordura

Peso Gordo

Peso Magro

MCM

Evolugédo do paciente
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Data

Evolugao




