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RESUMO

Introducdo: A Pressao Arterial (PA), bem como a Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS), sao fendtipos complexos onde fatores genéticos e ambientais
influenciam na sua etiologia. Dentre os fatores genéticos, polimorfismos nos
genes da Enzima Conversora de Angiotensina (ACE) e Angiotensinogéneo
(AGT) vem sendo associados a estes desfechos. Em relacdo aos fatores
ambientais, a dieta é um dos fatores de maior importadncia no processo
evolutivo da doenca, principalmente no que diz respeito ao consumo de sodio.
Objetivo: Verificar se existe interacdo entre os polimorfismos Inser¢cado/Delecéo
do gene ACE e rs699 do gene AGT e o consumo de micronutrientes (sédio,
potassio, céalcio e magnésio) da dieta; e se esta interacao influencia os valores
de PA em uma amostra de brasileiros adultos saudaveis. Metodologia:
Realizou-se um estudo do tipo transversal com 341 individuos brasileiros
adultos de ambos os géneros. Os valores de PA foram aferidos em
equipamento digital marca Omron® modelo HEM-710INT. A analise dietética
foi feita por meio do software Dietwin versdo 2008 a partir do método de
Recordatério Alimentar de 24 horas. A genotipagem do polimorfismo InsDel foi
realizada através da Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR), com primers
especificos, seguida de eletroforese em gel de agarose 1,5 %; o polimorfismo
rs699 foi genotipado através do sistema de discriminagdo alélica TagMan
(Applied Biosystems). A Andlise estatistica foi realizada pelo uso do software
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versao 20.0. Resultados:
As frequéncias genotipicas de ambos os polimorfismos estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg. Em relacdo ao consumo dos micronutrientes, observou-se
uma associagdo com o polimorfismo InsDel do gene ACE, onde individuos
homozigotos Del/Del consomem menos célcio do que o0s heterozigotos
(Ins/Del) (p=0,007). Na comparacado da PA entre os genotipos, verificou-se uma
associacdo com o polimorfismo rs699 do gene AGT. Individuos homozigotos
GG apresentaram maior PA Sistolica quando comparados aos individuos AA
(p=0,028). As analises de interacao indicaram uma associagao entre o genotipo
heterozigoto do polimorfismo rs699 do gene AGT no consumo de calcio e
magnésio na modulacéo dos valores de PA. Conclusao: Os polimorfismos dos
genes ACE e AGT parecem estar associados com fatores do consumo
alimentar e PA, assim como o gene AGT pode ter um papel importante nas
relaces nutrigenéticas nos desfechos relacionados a PA.

Palavras-chave: Gene ACE. Gene AGT. Dieta. Presséo Arterial. Nutrigenética.



ABSTRACT

Introduction: The Blood Pressure (BP) and Hypertension are complex
phenotypes, in which genetic and environment factors influence in the etiology.
In the genetics factors, polymorphisms of the Angiotensin Converting Enzyme
(ACE) and Angiotensinogen (AGT) gene, has been associated with on
outcomes. In relation to environmental factors, the diet is a factor the most
importance on evolutionary process of the disease, particularly with regard to
the consumption of sodium. Objetive: To verificate if there is interaction
between polymorphisms Insertion/Deletion (InsDel) of the ACE gene and rs699
of the AGT gene and the micronutrientes intake (sodium, potassium, calcium
and magnesium) in the diet; and if there is interaction influences the BP values
in the healthy brasilian sample. Metodology: Performed a cross-section study
with 341 brazilian adult individuals of both genders. The BP values was
measurement by digital equipment Omron® model HEM-710INT. The dietary
analysis was assessed by the software Dietwin version 2008 from the 24-hour
recall method. InsDel polymorphism genotyping was performed by Polymerase
Chain Reaction (PCR), using specific primers, and analyzed on 1,5% agarose
gel; the rs699 polymorphism was genotyped using the TagMan SNP genotyping
assays (Applied Biosystems). The statistical analysis was performe by the
software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) version 20.0.
Results: The genotype frequencies of both polymorphisms are balance Hardy-
Weinberg. In relation micronutrients intake, our results show a association with
InsDel polymorphism of the ACE gene, in which homozygotes Del/Del intake
fewer calcium than heterozygotes (Ins/Del) (p=0,007). Comparing BP between
genotypes, our results indicate a association with rs699 polymorphism of the
AGT gene. Homozygotes GG showed greater Systolic BP than individuals AA
(p=0,028). The interaction analysis indicate a association between heterozygote
of the rs699 polymorphism and calcium and magnesium inatke in the
modulation BP values. Conclusion: The polymorphisms of the ACE and AGT
gene seem to be associated with factors of the food consumption and BP, as
well as, the AGT gene may have an important role in nutrigenetics relationships
on outcomes related to BP.

Keywords: ACE gene. AGT gene. Diet. Blood Pressure. Nutrigenetics
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ASPECTOS NUTRIGENETICOS NA PRESSAO ARTERIAL:
INFLUENCIA DE POLIMORFISMOS NOS GENES ACE EAGTE
O CONSUMO DE MICRONUTRIENTES DA DIETA

1 INTRODUCAO

As doengas crbnicas sdo as que mais matam no mundo acarretando
elevados custos para a saude publica mundial. Dentre elas citam-se a
Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS), doencas cardiovasculares, obesidade,
diabetes mellitus, cancer e outras. Estas doencas possuem uma heranca
complexa, portanto estdo relacionadas tanto a fatores genéticos como

ambientais.

Os principais fatores ambientais associados ao risco do surgimento
destas doencas sdo o0 uso de bebidas alcodlicas, tabagismo, sedentarismo,
consumo alimentar inadequado além de fatores socio-econémicos. Contudo,
podemos destacar dentre estes fatores, a dieta, pelo motivo de que os
individuos s&o expostos diaria e permanentemente ao longo da vida. Os fatores
genéticos também representam um papel importante no risco para o
surgimento de doenca crbnicas. Doencas como a obesidade, HAS e
cardiovasculares apresentam clara agregacdo familiar e valores de
herdabilidade, em média, superiores a 40%. As pesquisas genéticas ao longo
das ultimas décadas buscaram esclarecer o papel dos genes e de que forma
as variacOes destes afetam a relacdo saude e doenca. Entretanto a maioria
destes estudos n&o analisam os fatores genéticos e ambientais em conjunto
(ORDOVAS & CORELLA, 2004).
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A gendmica nutricional tem como objetivo entender a interacdo entre a
genética e a dieta. Deste modo, busca-se compreender de que forma a
nutricdo influencia as vias metabdlicas e controle homeostéatico; como esta
regulacdo é alterada na relacdo dieta e doenca; e por fim, como o genotipo
individual contribui para cada doenca. A partir deste conceito mais amplo da
genbmica nutricional, a nutrigenética estuda de que maneira as variantes
genéticas (polimorfismos) podem influenciar na resposta aos fatores da dieta.
Neste sentido, também tem como objetivo entender de que maneira a interagcao
gene x dieta pode modular o risco para o desenvolvimento das doencas
cronicas (ORDOVAS & CORELLA, 2004). Portanto, a nutrigenética estuda a
interagcdo entre estes componentes (gene e dieta) nas vias metabdlicas:
Individuos com determinadas variagfes genéticas podem possuir necessidades
dietéticas diferentes dos demais e ter respostas distintas em relacdo ao mesmo
fator da dieta sobre desfechos relacionados a doengas complexas. Atraves do
entendimento da relagdo entre o fator genético aliado ao fator dietético pode-se
indicar quais os individuos mais suscetiveis a desenvolver uma determinada
patologia (MAHAN & ESCOTT-STUMP, 2010).

Para analises em nutrigenética sdo listados quatro fatores que sao
essenciais para o entendimento e aplicacdo da ciéncia: (a) conhecer os
conceitos basicos, termos técnicos e a tecnologia envolvida; (b) determinar
como esta ciéncia ira otimizar a saude humana, prevencao e o tratamento de
doencas; (c) determinar a leitura, entendimento e a interpretacdo dos
resultados; (d) e em como estes estudos irdo potencializar/ transformar os
conhecimentos sobre nutricdo e praticas dietéticas (FENECH et al, 2011).
Diversas variaveis sdo consideradas nas pesquisas de nutrigenética em
humanos. S&o consideradas as caracteristicas fisicas (antropométricas),
género, idade, parametros bioquimicos, pratica de atividade fisica e demais
fatores do estilo de vida, bem como o consumo e absor¢do dos nutrientes.
Ainda, somada a estas variaveis, temos que considerar as variantes genéticas
a serem analisadas. Na maioria dos casos utilizamos a abordagem gene
candidato onde escolhemos genes que codificam proteinas que estédo
relacionadas aos processos fisiolégicos dos fendtipos estudados. Conhecendo

a interacdo entre os genes e os fatores da dieta, bem como sua influéncia sob
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os desfechos relacionados a uma patologia, podemos pensar ndo somente em
uma nutricdo individualizada, mas também, em minimizar os riscos para o

desenvolvimento de patologias.

A HAS é uma doenca complexa, portanto fatores genéticos e ambientais
sdo importantes na sua etiologia. As escolhas alimentares feitas diariamente
juntamente com o gendtipo e metabolismo individual configuram fatores de
risco para o desenvolvimento da doenca (STEEMBURGO et al, 2009). O fator
dietético que se relaciona na modulacado dos valores de Pressao Arterial (PA) é
o0 consumo de micronutrientes da dieta: sodio, potassio, calcio e magnésio. E
genes que codificam proteinas do Sistema Renina-Angiotensina (RAS) séo
considerados importantes por estarem envolvidos na regulacdo da PA.
Portanto, a nutrigenética visa analisar a interacdo das variantes genéticas e
seu consumo alimentar sobre a influéncia na saide e no risco de doencas
como a HAS (ADA, 2014).

1.1 Tema

Analisar a interacdo entre polimorfismos dos genes Enzima Conversora
da Angiotensina (ACE) e Angiotensinogéneo (AGT) com o0 consumo de

micronutrientes da dieta sobre os valores de pressao arterial.

1.2 Problema

A interacéo entre os polimorfismos InsDel do gene ACE e rs699 do gene
AGT aliados ao consumo de micronutrientes influenciam os valores de pressao

arterial de individuos adultos?

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

Verificar se existe interacao entre os polimorfismos InsDel (gene ACE) e
rs699 (gene AGT) e o consumo de micronutrientes (sédio, potassio, calcio e
magnésio); e se esta interacao influencia os valores de pressao arterial de

individuos adultos saudaveis.
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1.3.2 Objetivos Especificos

- Verificar se existe associacdo entre os polimorfismos InsDel (gene ACE) e
rs699 (gene AGT) e o consumo de micronutrientes da dieta (sodio, potassio,

célcio e magnésio);

- Verificar se existe associacdo entre os polimorfismos citados acima e 0s

valores de presséo arterial sistolica e diastdlica;

- Verificar se existe interacdo entre o consumo dos micronutrientes e o0s
polimorfismos avaliados; e se esta interacao influencia os valores de presséo

arterial;

1.4 Justificativa

Com o aumento da expectativa de vida também se elevam os casos de
doencas complexas gerando um grande problema de saude publica em todo o
mundo. As doencas cardiovasculares estdo entre as doengas com a maior taxa
de mortalidade. Estima-se que entre 40 a 75% das causas de morte séo
relacionadas a problemas cardiovasculares (Infarto Agudo do Miocardio - IAM,
Acidente Vascular Cerebral - AVC e Insuficiéncia Cardiaca Congestiva - ICC)
(CORELLA & ORDOVAS, 2014; WHO, 2010). Valores elevados de Presséo
Arterial (PA) sdo um importante fator de risco para o desenvolvimento de
Hipertensdo Arterial Sistdlica (HAS) e doencas relacionadas, como as
cardiovasculares. A Word Health Organization (WHO), em 2008, estimou que
cerca de 40% da populacdo mundial acima dos 25 anos possui o diagnostico
de HAS (WHO, 2013).

A PA é um fenotipo complexo e multifatorial cuja etiologia € relacionada
tanto aos fatores ambientais como genéticos. Em relacéo ao fator genético, a
herdabilidade da PA é estimada entre 20 a 60%, mostrando a importancia dos
genes na variacao deste fenétipo (LEVY et al, 2000; WARD, 1990). Dentre os
fatores ambientais, o consumo de sodio, potassio, célcio e magnésio séo
fatores da dieta que estdo diretamente relacionados com os valores de PA. Os
estudos de nutrigenética visam entender a interacdo gene x dieta sobre

desfechos de doencas complexas. Considerando a importancia do Sistema
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Renina-Angiotensina (RAS) e do consumo de sais da dieta na fisiologia da PA,
estudar a interacdo de polimorfismos neste sistema com a dieta pode auxiliar

no entendimento da etiologia da doenca.

No futuro podemos pensar em utilizar este conhecimento para identificar
quais individuos sdo mais propensos a desenvolver uma determinada doenca
no intuito de auxiliar no diagnéstico e manejo destes a partir da dieta
(PHILLIPS, 2013).



2 REFERENCIAL TEORICO

Valores elevados de Pressao Arterial (PA) representam um fator de risco
para o surgimento da Hipertensdo Arterial Sistémica (HAS) e
consequentemente para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares. A
HAS é caracterizada por valores de PA sistdlica acima de 140 mmHg e/ou PA
diastolica acima de 90 mmHg, presente em mais de duas medidas repetidas. A
HAS é responsavel por aproximadamente 45% das mortes por doencas
cardiovasculares em todo o mundo, sendo que no Brasil, esta estimativa fica
em 31%. Dados da WHO, em 2008, mostraram que aproximadamente 40% da
populacdo mundial adulta acima dos 25 anos possui o diagnosticado da HAS
(WHO, 2013).

2.1 Etiologia da Presséao Arterial

A PA é um fendtipo complexo, onde fatores ambientais e genéticos
influenciam no seu controle. A interacdo entre os fatores genéticos e
ambientais participam da determinac&o dos valores de PA e na suscetibilidade

dos individuos para o desenvolvimento da HAS.
- Fatores Ambientais

Muitos fatores ambientais sdo associados com o surgimento de
alteracdo nos valores de PA, bem como para o desenvolvimento da HAS.

Alguns fatores influenciam de uma maneira significativa no risco para a doenca.
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O sedentarismo, estresse, consumo de bebidas alcodlicas, tabagismo e o
consumo alimentar rico em gorduras e sédio quando presentes na vida do
individuo, apresentam um impacto importante no aumento dos valores de PA
(WHO, 2013).

A dieta é um dos fatores ambientais de maior importancia no processo
evolutivo da HAS. O consumo de micronutrientes na dieta esta diretamente
envolvido na determinacdo dos valores de PA. Alguns estudos de revisdo
mostraram que, principalmente o consumo de sdodio, mas também de potassio,
célcio e magnésio podem modular os valores de PA (WHELTON & HE, 2014;
DAS, 2001; HERMANSEN, 2000).

O consumo de sodio em excesso (>2g/dia) ocasiona o aumento dos
valores de PA (HA, 2014). O aumento da concentracdo de sédio na corrente
sanguinea estimula a liberagcdo da renina e consecutivamente, angiotensina Il,
gue sdo enzimas atuantes na cascata do Sistema Renina-Angiotensina (RAS)
gue regula os valores de PA. Elevadas quantidades do consumo de sodio
afetam a regulacdo do tbnus vascular, desencadeando uma resisténcia do
musculo vascular e consequentemente, um estimulo vasoconstritor (WEBER et
al, 1999). Sadio em excesso no organismo eleva as chances de morbidades e
mortalidade por doenca cardiovascular e renal; afetando principalmente o
endotélio vascular, estrutura e funcao cardiovascular. Cerca de 28 estudos do
tipo caso e controle foram analisados em uma revisdo recente, dos quais
analisaram o consumo de sédio em diferentes tempos de intervencdo. Os
estudos indicaram que a ingestdo elevada de sédio ativa os marcadores de
faléncia renal, inflamagéo, estresse oxidativo e disfung&o vascular indicando
um fator de risco para a progressao de complicacdes (AARON & SANDERS,
2013).

O consumo de potassio também esta relacionado na modulacdo dos
valores de PA. Alguns trabalhos mostram que o aumento do consumo de
potassio esta relacionado a uma diminuicdo dos valores de PA. A
biodisponibilidade do potassio promove a troca intracelular do sédio nos
diversos tecidos corpéreos, aumentando a sua concentracdo plasmatica e
promovendo a sua maior excrecao renal. O papel do potassio limita a atividade

da renina e também atua com uma fungdo vasoativa (HADDY et al, 2006).
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Sendo assim, o sodio e potassio agem de forma conjunta, através da bomba
sédio e potassio, com o papel de regular a pressdo osmatica, equilibrio hidrico
do organismo e acdo muscular (WHELTON & HE, 2014).

O calcio esté relacionado com os valores de PA em funcao do seu papel
na contragcdo muscular. Quando temos um consumo adequado de calcio os
valores de PA tendem a se manter estaveis. Mas quando a biodisponibilidade
do célcio é baixa existe uma tendéncia de aumentar os valores de PA. O
transporte intracelular do calcio é feito pela forma ativa da vitamina D, a
1,25(0OH),D; e quando h& um baixo consumo do nutriente, a vitamina D eleva a
concentracdo do célcio intracelular no musculo vascular e isto aumenta a
resisténcia vascular e os valores de PA. Ja o consumo adequado de célcio na
dieta reduz a PA em grande parte devido a supressdo da vitamina D,
normalizando a concentragao intracelular de célcio. Os efeitos do consumo de
célcio na reducdo dos valores de PA sdo mais visiveis em individuos
hipertensos quando comparados aos normotensos. O que significa que o
aumento do consumo de calcio atua de uma maneira mais significativa
reduzindo os valores de PA em individuos hipertensos (TORRES &
SANJULIANI, 2011; ZEMEL, 2001).

O magnésio, da mesma maneira que o potassio e calcio, também esta
relacionado inversamente com os valores de PA. O magnésio atua como co-
fator em mais de 300 rea¢des quimicas, e pode influenciar na estrutura e ténus
vascular e também atua na saida e entrada celular de outros sais com o
objetivo de auxiliar na regulacdo da PA (SONTIA & TOUYZ, 2007). Achados
sugerem que 0 magnésio possa estar atuando como um antagonista do caicio,
evitando assim, a calcificacdo do tecido vascular e o surgimento de doencas
cardiovasculares (HRUBY et al, 2014; SONTIA & TOUYZ, 2007).

A dieta Dietary Approaches to Stop Hypertension (DASH) foi um modelo
de dieta descrito em 1993 que teve por objetivo auxiliar na reducéo dos valores
de PA a partir da ac&do dos nutrientes. As principais caracteristicas nutricionais
da dieta DASH sao a reducao no consumo de sddio e o aumento de potassio,
célcio e magnésio. Esta dieta é composta por uma alimentacao rica em frutas,
verduras, laticinios com baixo teor de gordura, oleaginosas, gréos integrais e a

baixa quantidade de gorduras saturadas e carnes vermelhas. A dieta DASH se
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mostrou um modelo dietético adequado para a reducdo dos valores de PA,
resisténcia insulinica e risco de doencas cardiovasculares. Uma revisédo
recente analisou seis estudos e demonstrou que a implementacdo desta dieta
pode proporcionar um efeito protetor contra o surgimento de doencas
cardiovasculares (SALEHI-ABARGOUEI et al, 2013). As evidéncias tem
demonstrado a importancia dos fatores dietéticos na modulacédo dos valores de
PA e HAS.

- Fatores Genéticos

A genética apresenta um papel importante na determinacdo dos valores
de PA e na suscetibilidade da HAS. Estudos de familia mostram que a
correlagdo entre os valores de PA & maior entre individuos da mesma familia
guando comparados aos valores da populacdo geral. Além disso, a
herdabilidade estimada para a PA esta entre 20 a 60% (LEVY et al, 2000;
WARD, 1990). Da mesma maneira, podemos observar a importancia dos
fatores genéticos na HAS, onde 70 a 80% dos individuos afetados apresentam
um histérico familiar positivo para esta patologia (REVANASIDDAPPA &
BHADAURIA, 2013). Estudos com gémeos mostram uma maior concordancia
para HAS em gémeos monozigéticos quando comparados aos dizigoticos,
estes estudos sugerem que a herdabilidade para esta doenca fique entre 45 a
60% (KUPPER et al, 2005).

Considerando a importancia da genética nos fenotipos da HAS, muitos
estudos foram feitos para identificar quais as variantes genéticas estéo
associadas com a patologia. Dentro de uma abordagem molecular, varios
estudos de associacdo ja foram realizados no intuito de identificar genes
importantes nos fendtipos relacionados a HAS. Nesta abordagem, de genes
candidatos, a maioria dos estudos se concentrou nos genes relacionados ao
RAS. Entretanto outros genes ja foram associados com este desfecho: aducina
1 e 2 (ADD1 e 2), ATPase de transporte de célcio da membrana plasmética
(ATP2B1), metilenotetrahidrofolato redutase (MTHFR) e oxido nitrico sintase 3
(NOS3), por exemplo (REVANASIDDAPPA & BHADAURIA, 2013; LIND &
CHIU, 2013; BASSON et al, 2012). Em uma meta-analise realizada a partir de
estudos de varredura genémica (Genome-Wide Association Studies - GWAS),

outros genes foram associados aos desfechos de PA e HAS. Este estudo
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analisou mais de 80 mil individuos descrevendo 11 genes novos e confirmando
27 associacdes prévias (JOHNSON et al, 2011). Embora estes estudos de
GWAS tenham identificados alguns dos genes envolvidos nestas patologias,
estes genes explicam apenas 2% da herdabilidade estimada para o fenétipo da
PA (PADMANABHAN et al, 2012). Sendo assim, a abordagem gene candidato
associada a fatores ambientais pode ajudar a esclarecer o papel da genética

nestes fenotipos.

2.2 Sistema Renina-Angiotensina (RAS)

O Sistema Renina-Angiotensina (RAS) € um sistema formado por um
conjunto de enzimas que atuam principalmente na regulacdo da PA, volume
extracelular e homeostase eletrolitica. A enzima que inicia a ativacdo do RAS é
a renina, que é secretada pelas células justaglomerulares dos rins quando os
valores de PA ficam abaixo da normalidade. A funcdo da renina é converter o
Angiotensinogéneo (AGT), secretado pelo figado, para a angiotensina I. A
angiotensina | é convertida em um segundo horménio, a angiotensina Il, por
meio da Enzima Conversora da Angiotensina (ACE). Por fim, a angiotensina Il
atua na homeostase dos eletrdlitos, volume extracelular e na vasoconstricdo
das arteriolas, elevando os valores de PA até a normalidade (Figura 1)
(BONFIM-SILVA & RIOS, 2012).

FIGURA 1 — Sistema Renina-Angiotensina (RAS)

: : A Renina
Angiotensinogéneo Angiotensina |
(AGT)
Enzima Conversora
de Angiotensina
Vasoconstricdo (ACE)
Angiotensina ||
Homeostase 9
Volume

extracelular

Fonte: Adaptado de BONFIM-SILVA & RIOS, 2012.
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O RAS é conhecido e estudado a mais de cem anos, e possui o papel
central de regular a PA. A sua forma de atuacdo classica é como um sistema
enddcrino; entretanto, achados recentes também sugerem a sua atuacao como
um sistema paracrino, autécrino e intracrino. Uma revisdo recente mostra a
participacdo de novas proteinas bioativas e receptores envolvidos no RAS, que
s&o expressos de acordo com o tecido local (FERRAO et al, 2014). O RAS é
expresso nos tecidos cardiaco, renal, glandulas adrenais, cerebral, adiposo,
hepatico e vascular periférico (BODIGA & BODIGA, 2013; ABADIR et al, 2012).

Considerando a importancia de cada proteina envolvida na cascata do
RAS, para o controle da PA, os genes que codificam estas proteinas se

apresentam como bons candidatos para estudos moleculares com o fenétipo.

- Gene ACE

O gene ACE ¢é responsavel por codificar a enzima ACE (Enzima
Conversora da Angiotensina) envolvida na conversdo da angiotensina | para a
angiotensina Il (Figura 2). Este gene esta localizado no cromossomo 17 e tem

varios polimorfismos descritos.

FIGURA 2 - Localizagdo genémica do gene ACE
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Fonte: Gene Card, 2014

Um dos polimorfismos mais estudado deste gene € um polimorfismo de
Insercdo e Delecéo, localizado no intron 16, onde a variacdo consiste na

presenca ou auséncia de um fragmento de DNA de 287 pb (RIGAT et al, 1990).

Alguns estudos mostram que este polimorfismo possa ter um papel
funcional. A variante esta fortemente associada com os niveis circulantes da
proteina ACE; sugerindo que individuos Del/Del possam ter duas vezes mais
niveis de ACE circulantes quando comparados aos individuos homozigotos

Insins (RIGAT et al, 1990). Muitos estudos de associacao ja foram realizados
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no intuito de investigar a relagcdo do polimorfismo com os valores de PA ou a
HAS. Estes estudos estdo descritos na TABELA 1.



TABELA 1 - Estudos com o polimorfismo InsDel do gene ACE e fenétipos da presséo arterial e hipertenséo
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Fendétipo Avaliado Numero Amostral Populacéo Principais achados Referéncias

Hipertenséo 211 hipertensos Indiana O alelo Del aumenta o risco para a hipertensdo nos | SINGH et al, 2014
211 normotensos homens.

Hipertenséo 187 hipertensos Brasileira O gendtipo Ins/Ins é mais prevalente no grupo dos VILELA-MARTIN et al, 2013
75 normotensos normotensos.

Hipertensédo e 107 hipertensos Colombiana N&o associado com a hipertensdo ou com os valores | VALENCIA et al, 2013

Pressao Arterial (PA) 253 normotensos de PA.

Hipertenséo 104 hipertensos Indonésia N&o associado com a hipertenséao. RASYID et al, 2012
99 normotensos

Hipertensédo e 3460 hipertensos Japonesa N&o associado com a hipertensdo ou com os valores | TAKEUCHI et al, 2012

Pressao Arterial (PA) 5811 normotensos de PA.

Hipertenséo 220 hipertensos Chinesa O alelo Del aumenta o risco de hipertensao. JIANG et al, 2009
235 normotensos

Hipertenséo 344 Indiana N&o associado com a hipertenséo. ALVI & HASNAIN, 2009
(casos e controles)

Hipertenséo e 256 hipertensos Colombiana O genotipo Del/Del aumenta o risco de hipertensdo e | BAUTISTA et al, 2008

Presséo Arterial (PA) 257 normotensos os valores de PA.

Hipertenséo 413 hipertensos Eslovénia Nao associado com a hipertenséo. GLAVNIK & PETROVIC, 2007
404 normotensos

Hipertensdo 82 hipertensos Brasileira O gendtipo Del/Del aumenta o risco de hipertenséo. FREITAS et al, 2007
78 normotensos

Hipertenséo 299 hipertensos Mongoliana O gendtipo Ins/Del ou Del/Del aumenta o risco de | GUI-YAN et al, 2006
281 normotensos hipertensdo, somente nos homens da amostra.

Hipertenséo 119 hipertensos Croata O gendtipo Del/Del aumenta o risco de hipertensao. BARBALIC et al, 2006
125 normotensos

Pressao Arterial (PA) 30 hipertensos - O alelo Del aumenta os valores de PA sistélica. PENESOVA et al, 2006
31 normotensos

Hipertenséo e 79 hipertensos Homens Nao associado com a hipertenséo ou com os valores | DELL’'OMO et al, 2006

Pressao Arterial (PA) 16 normotensos caucasianos de PA.

Hipertenséo 638 hipertensos Alema N&o associado com a hipertensao. MONDRY et al, 2005

720 normotensos

Hipertenséo e
Pressao Arterial (PA)

290 hipertensos
244 normotensos

Cazaquistanés
vivendo na China

N&o associado com a hipertensdo ou com os valores
de PA.

WANG et al, 2004
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Fendétipo Avaliado Numero Amostral Populacéo Principais achados Referéncias

Hipertensao 1850 hipertensos Italiana Nao associado com a hipertenséao. CASTELLANO et al, 2003
611 normotensos

Hipertensdo 109 hipertensos Turca O alelo Del aumenta o risco de hipertensao. AGACHAN et al, 2003
86 normotensos

Hipertensédo e 44 hipertensos Asiatica O alelo Del ou gendtipo Del/Del aumentam os riscos | MORSHED et al, 2002

Presséo Arterial (PA) 59 normotensos de hipertensdo. O gendtipo Del/Del aumenta os

valores de PA, somente nos homens da amostra.

Hipertensédo e 106 hipertensos Chinesa O alelo Del aumenta o risco de hipertenséo e os GESANG et al, 2002

Pressao Arterial (PA) 135 normotensos valores de PA, somente nas mulheres da amostra.

Hipertenséo e 185 hipertensos Espanhola N&o associado com a hipertensdo ou com os valores | GINER et al, 2001

Pressao Arterial (PA) 350 normotensos de PA.

Presséo Arterial (PA) 205 PA elevada Espanhola- N&o associado com os valores de PA. MARTINEZ et al, 2000
196 PA baixa Mediterranea

Hipertensédo 1200 hipertensos Japonesa O gendtipo Del/Del aumenta o risco de hipertensao HIGAKI et al, 2000
3814 normotensos nos homens.

Hipertenséo 128 hipertensos Escocesa Nao associado com a hipertenséo. CLARK et al, 2000
128 normotensos

Hipertenséo 165 hipertensos Turca N&o associado com a hipertenséo. BEDIR et al, 1999
143 normotensos

Hipertenséo 169 hipertensos Chinesa O alelo Del aumenta o risco de hipertensao. LIU et al, 1999
152 normotensos

Presséo Arterial (PA) 178 hipertensos Japonesa N&o associado com os valores de PA. NAKANO et al, 1998
101 normotensos

Hipertenséo 51 hipertensos Asiatica N&o associado com a hipertenséao. CHOWDHURY et al, 1998
52 normotensos

Hipertenséo e 220 hipertensos Jamaicana N&o associado com a hipertensdo ou com os valores | FORRESTER et al, 1997

Presséo Arterial (PA) 180 normotensos de PA.

Hipertenséo 157 hipertensos Chinesa O alelo Del aumenta o risco de hipertensao. CHIANG et al, 1996
115 normotensos

Hipertenséo 87 hipertensos Japonesa N&o associado com a hipertenséao. ISHIGAMI et al, 1995

95 normotensos
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Analisando os estudos descritos na tabela podemos observar que
metade destes ndo encontraram associacdo do polimorfismo com desfechos de
PA. Entretanto, os demais estudos que detectaram associagcdo mostraram um
efeito do alelo Del. Individuos portadores do alelo Del ou homozigotos Del/Del
apresentaram maiores valores de PA ou chances aumentadas de desenvolver
a HAS.

Estudos de meta-anadlise avaliando em conjunto estes achados
confirmam a associacao entre o polimorfismo e valores de PA e HAS. Estes
estudos foram realizados com diferentes populac¢des. Indica-se que individuos
com gendétipo Del/Del tendem a ter mais riscos de HAS quando comparados
aos individuos com outros genoétipos (TAKEUCHI et al, 2012; JI et al, 2010;
ZAMAN et al, 2001). Outras meta-analises observaram a associagcdo do
mesmo gendtipo deste polimorfismo com o risco de Acidente Vascular Cerebral
(AVC) (ZHAO et al, 2014; WANG et al, 2012) e em complicacGes
cardiovasculares e renais (STAESSEN et al, 1997).

- Gene AGT

A proteina codificada pelo gene AGT, o angiotensinogéneo (AGT), é
responsavel por servir de substrato para a enzima renina até a clivagem da
angiotensina | (Figura 3). O gene é localizado no cromossomo 1 e possui como

um dos polimorfismos mais estudados o polimorfismo rs699.

FIGURA 3 - Localizagao genémica do gene AGT
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Fonte: Gene Card, 2014

Este polimorfismo rs699 € um Single Nucleotide Polymorphism (SNP)
gue representa uma troca de G para A, o qual varia 0 aminoacido Metionina
(M) por uma Treonina (T). A posi¢do da troca deste aminoacido é no codon 235
e por este motivo o polimorfismo rs699 pode ser também denominado de
M235T.
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Estudos indicam que a variante esta associada com os niveis circulantes
da proteina AGT. Individuos homozigotos AA parecem ter os niveis desta
proteina 11% mais elevados quando comparados aos homozigotos GG (SETHI
et al, 2003). Sugerindo uma funcionalidade neste polimorfismo (NORTON et al,
2010).

JEUNEMAITRE e cols (1992) foram os primeiros a reportar uma
associacao entre esta variante com a HAS em caucasianos. A partir de entéo,
outros estudos de associacdo foram realizados para elucidar a relagcdo do
polimorfismo com populagdes diversas. Os estudos estdo descritos na TABELA
2.



TABELA 2 - Estudos com o polimorfismo rs699 do gene AGT e fenétipos da pressao arterial e hipertenséo
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Fenétipo Avaliado NUmero Amostral Populacéo Principais achados Referéncias
Hipertenséo 211 hipertensos Indiana O alelo A aumenta o risco de hipertensdo nas | SINGH et al, 2014
211 normotensos mulheres.
Hipertenséo 83 hipertensos Egipcia O alelo A aumenta o risco de hipertenséo. SHAMAA et al, 2013
60 normotensos
Hipertensdo 249 hipertensos Indiana O polimorfismo rs699, somente quando associados | CHARITA et al, 2012
248 controles a outros polimorfismos do gene, aumenta o risco de
hipertenséao.
Hipertensdo 279 hipertensos - O gendtipo GG aumenta o risco de hipertenséo, MOHANA et al, 2012
200 normotensos somente nas mulheres da amostra.
Hipertensédo e 142 hipertensos Turca O gendtipo AA aumenta o risco de hipertenséo. MEHRI et al, 2012
Obesidade 191 normotensos N&o houve associa¢cdo com os valores do indice de
massa corporal.
Hipertensado e 140 hipertensos Brasileira O alelo A aumenta o risco em 58% (heterozigotos) | GATTI et al, 2012
Pressao Arterial (PA) | 52 normotensos e 78% (homozigotos) de hipertensédo e os valores
de PA.
Hipertensédo e 3460 hipertensos Japonesa O polimorfismo se relaciona com a hipertenséo e TAKEUCHI et al, 2012
Pressao Arterial (PA) | 5811 normotensos com os valores de PA.
Hipertenséo e 104 hipertensos Indianos O gendtipo AA aumenta os valores de PA. CHAND et al, 2011
Presséo Arterial (PA) | 131 normotensos
Pressao Arterial (PA) | 33 acromegalia Turca O gendtipo AG aumenta os valores de PA sistélica. | TURGUT et al, 2011
na acromegalia 63 controles
Hipertensdo 70 hipertensos - Alelo A aumenta o risco de hipertenséo resistente. YUGAR-TOLEDO et al, 2011
resistente resistentes
80 hipertensos
controlados
70 normotensos
Hipertensdo 243 hipertensos Mongoliana N&o houve associacdo com a hipertensao. YING et al, 2010
258 normotensos
Hipertenséo no 154 pacientes Grega O gendtipo AA foi mais frequente nos hipertensos | RAGIA et al, 2010

bypass coronariano

155 controles

do que nos pacientes de bypass coronariano que
eram normotensos.
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Fendétipo Avaliado Niumero Amostral Populacéo Principais achados Referéncias

Hipertenséo 271 hipertensos Chinesa O alelo A, quando associado a outro polimorfismo | YUAN et al, 2009
267 normotensos do gene, aumenta o risco de hipertensao.

Hipertenséo e 200 hipertensos Malasiana N&o associado com a hipertensdo ou com os | GHAZALI et al, 2008

Pressao Arterial (PA) | 198 normotensos valores de PA.

Hipertenséo 82 hipertensos Brasileira N&o associado com a hipertenséo. FREITAS et al, 2007
78 normotensos

Hipertensdo 413 hipertensos Eslovénia N&o associado com a hipertensao. GLAVNIK & PETROVIC, 2007
404 normotensos

Hipertensdo 119 hipertensos Croata N&o associado com a hipertensao. BARBALIC et al, 2006
125 normotensos

Presséo Arterial (PA) | 30 hipertensos - O genotipo AA aumenta os valores de PA sistélica. | PENESOVA et al, 2006
31 normotensos

Hipertensdo 299 hipertensos Mongoliana O gendtipo GA ou GG do polimorfismo rs699, | GUI-YAN et al, 2006
281 normotensos gquando associado ao polimorfismo Ins/Del do gene

ACE, aumenta o risco de hipertensao.

Hipertenséo e 101 hipertensos Malasiana O gendtipo AA ou alelo A aumenta o risco de | SAY et al, 2005

Pressao Arterial (PA) | 87 normotensos hipertensdo. Nao associado com os valores de PA.

Doenca Arterial | 201 com DAC Brasileira N&o associado com a DAC. ARAUJO et al, 2005

Coronariana (DAC) 104 controles

Hipertensédo 638 hipertensos Alema O gendtipo AA reduz em 48% o risco de MONDRY et al, 2005
720 normotensos hipertensédo, somente nas mulheres da amostra.

Hipertensdo 109 hipertensos Turca O gendtipo AA aumenta o risco de hipertenséo. AGACHAN et al, 2003
86 normotensos

Hipertensdo 107 hipertensos Taiwanesa O alelo A aumenta o risco de hipertensao. WANG et al, 2002

96 normotensos

Presséo Arterial (PA)

1322 controles
205 PA elevada

Mediterranea

O alelo A, quando associado a outro polimorfismo
do gene, aumenta os valores de PA.

MARTINEZ et al, 2002

196 PA baixa
Doenca Arterial | 304 com DAC Espanhola O gendtipo AA aumenta o risco de DAC quando | ORTEGA et al, 2002
Coronariana (DAC) 315 controles associado com o diabetes e hipertensao.
Hipertensdo 38 hipertensos Romena O gendtipo AA aumenta o risco de hipertenséo. PROCOPCIUC et al, 2002

21 normotensos
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Fendétipo Avaliado Niumero Amostral Populacéo Principais achados Referéncias
Doenca Arterial | 304 com DAC Espanhola O alelo A aumenta o risco de DAC. RODRIGUEZ-PEREZ et al,
Coronariana (DAC) 315 controles 2001
Hipertenséo 237 hipertensos Espanhola N&o associado com a hipertenséo. RODRIGUEZ-PEREZ et al,
242 normotensos 2000
Doenca Arterial | 205 com DAC Italiana N&o associado com a DAC. FATINI et al, 2000
Coronariana (DAC) 209 controles
Hipertensdo 121 hipertensos Alema N&o associado com a hipertensao. MONDOREF et al, 1998
125 normotensos
Hipertensdo 64 hipertensos Chilena N&o associado com a hipertensao. FARDELLA et al, 1998
62 normotensos
Hipertenséo 229 Arabe O alelo A aumenta o risco de hipertensdo e menor | FROSSARD et al, 1998
(casos e controles) expectativa de vida.
Hipertensdo 116 hipertensos Nigeriana N&o associado com a hipertensao. ROTIMI et al, 1997
138 normotensos
Hipertensdo 102 hipertensos Taiwanesa O gendtipo AA ou alelo A aumenta o risco de | CHIANG et al, 1997
49 normotensos hipertensao.
Doenca Arterial | 281 asiaticos + 58 Asiatica e Americana | O gendétipo AA aumenta o risco de DAC na amostra | LUDWIG et al, 1997
Coronariana (DAC) e | americanos com |IAM asiatica.
Infarto  Agudo do

Miocardio (IAM)

256 asiaticos + 64
americanos controles

Hipertensédo

425 asiaticos + 158
americanos
hipertensos

376 asiaticos + 158
americanos
normotensos

Asiatica e Americana

O alelo A aumenta o risco de hipertensdo na
amostra asiatica e americana.

BORECKI et al, 1997

Hipertensdo

219 hipertensos
92 normotensos

O alelo A aumenta o risco de hipertenséo.

SCHMIDT et al, 1995

Pressédo Arterial (PA)
e Infarto Agudo do
Miocéardio (IAM)

630 com IAM
741 controles

Francesa e Irlandesa

Nao associado com os valores de PA ou com o
IAM.

TIRET et al, 1995
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Fendétipo Avaliado Niumero Amostral Populacéo Principais achados Referéncias
Hipertenséo 104 hipertensos Americana N&o associado com a hipertenséo. FORNAGE et al, 1995
195 normotensos
Hipertenséo 105 hipertensos Japonesa O alelo A aumenta o risco de hipertenséo. HATA et al, 1994
81 normotensos
Hipertenséo 92 hipertensos Briténica N&o associado com a hipertenséo. BENNETT et al, 1993

95 normotensos
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Avaliando os estudos descritos na tabela podemos verificar que mais da
metade dos trabalhos encontraram associacdo positiva. Individuos com o
gendtipo AA ou portadores do alelo A tendem a ter maiores valores de PA ou
maiores chances de desenvolver a HAS. Estudos de meta-analise confirmam
as mesmas associacfes entre o polimorfismo e valores de PA e HAS
(TAKEUCHI et al, 2012; JI et al, 2010; MONDRY et al, 2005). O alelo A ainda é
indicador de risco para o desenvolvimento de AVC (LIANG et al, 2013; WANG
et al, 2012).

2.3 Interacéo dos polimorfismos e dieta

Considerando que ainda ndo estdo claros os estudos que analisam
apenas a genética para desfechos como a PA e HAS e levando em conta a
importancia dos fatores da dieta na etiologia da PA, alguns estudos foram
realizados com o objetivo de analisar se a interagcdo dos polimorfismos e dieta
influenciam nos desfechos de PA e HAS. Entender a interacdo gene x dieta
sobre um determinado fendtipo se torna importante para elucidar o0s
mecanismos de uma patologia. Estudos de interacdo estdo descritos na
TABELA 3.



TABELA 3 - Estudos de interagdo gene x dieta relacionados com a presséo arterial e hipertenséo
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Gene Fenétipo Avaliado Nimero Fator da Dieta Populacao Principais achados Referéncias
(Polimorfismo) Amostral
ACE (InsDel) Pressao Arterial (PA) | 32 mulheres Restricao caldrica Japonesa N&o houve associacao polimorfismo x restricdo HAMADA et al, 2011
obesas calorica sobre os valores de PA.
Genotipo Del/Del x restricdo calérica aumentam a
reducdo de gordura corporal.
AGT (rs699) Pressao Arterial (PA) | 11384 individuos | Excrecao de sddio e | Inglesa N&o houve associacao polimorfismo x valores de | NORAT et al, 2008
potassio na urina; e potassio sobre os valores de PA.
consumo de Alelo A x maior excrecéo de s6dio aumentam os
potassio valores de PA sistolica.
Genodtipo GA x maior excrecao de sdédio
aumentam os valores de PA diastélica.
ACE (InsDel) Presséo Arterial (PA) | 2823 individuos Consumo de sédio/ | Japonesa Genotipo Ins/Ins x maior consumo de soédio YAMAGISHI et al, 2007
Sensibilidade ao sal aumentam os valores de PA diastolica; ou seja,
sdo individuos mais sensiveis ao sal.
ACE (InsDel) Hipertenséo 284 individuos Consumo de sal Japonesa Genotipo Ins/Ins e Ins/Del x maior consumo de | ZHANG et al, 2006
sédio possuem maior risco de hipertensao.
ACE (InsDel) Presséo Arterial (PA) | 27 individuos Consumo de sédio Holandesa Gendtipo Del/Del x consumo de 200 mmol de KLEIJ et al, 2002
50 e 200 mmol/dia sOdio aumentam os valores de PA.
AGT (rs699) Presséo Arterial (PA) | 355 individuos Dieta DASH e Dieta | Americana Nao houve associacdo polimorfismo Ins/Del x | SVETKEY et al, 2001
ACE (InsDel) Frutas e Verduras dieta DASH e FV sobre os valores de PA.
(FV) Genotipo AA x dieta DASH diminuem os valores
de PA sistélica e diastolica.
AGT (rs699) Presséo Arterial (PA) | 46 individuos Suplementacgéo de Australiana | Ndo houve associacdo polimorfismo Ins/Del x | JOHNSON et al, 2001
ACE (InsDel) idosos sédio 50, 100, 200 e suplementacgéo de sédio sobre os valores de PA.
300 mmol/dia Genotipo AA x suplementacéo de sodio abaixo de
200 mmol diminuem os valores de PA diastdlica.
Genotipo GG e GA x suplementacdo de sédio
abaixo de 200 mmol aumentam os valores de PA
diastdlica.
Genotipo GG x suplementacdo de sédio de 300
mmol aumentam os valores de PA diast6lica.
ACE (InsDel) Presséo Arterial (PA) | 35 individuos Consumo de sédio/ | Americana Genotipo Ins/Ins x maior consumo de soédio DENGEL et al, 2001

idosos

Sensibilidade ao sal

diminuem os valores de PA.
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Gene Fenétipo Avaliado Nimero Fator da Dieta Populacéo Principais achados Referéncias
(Polimorfismo) Amostral
AGT (rs699) Presséo Arterial (PA) | 71 individuos Consumo de sal/ Espanhola Genotipo Ins/Ins x maior consumo de sodio POCH et al, 2001
ACE (InsDel) hipertensos Sensibilidade ao sal aumentam os valores de PA; ou seja, sdo
individuos mais sensiveis ao sal.
AGT (rs699) Presséo Arterial (PA) | 50 individuos Consumo de sal/ Espanhola Nao houve associa¢ao polimorfismo x consumo GINER et al, 2000
ACE (InsDel) Hipertenséo Sensibilidade ao sal de sal sobre os valores de PA.
Porém, se o paciente diagnosticado com
hipertensao e genétipo Ins/Ins x maior consumo
de sal aumentam os valores de PA.
AGT (rs699) Pressao Arterial (PA) | 187 homens Dieta com alto e Alema N&o houve associacao polimorfismo x consumo SCHORR et al, 1999
jovens baixo teor de sédio/ de sal sobre os valores de PA.
Sensibilidade ao sal
AGT (rs699) Presséo Arterial (PA) | 40 individuos Fibras solaveis e Canadense | Genotipo AA x consumo de fibra insolGvel diminui | HEGELE et al, 1997
insollveis os valores de PA diastdlica;
Genotipo GA ou GG x consumo de fibra solGvel
diminui os valores de PA diastolica.
ACE (InsDel) Hipertensdo 66 individuos Consumo de sal/ Japonesa Paciente hipertenso e genétipo Ins/Ins sdo mais HIRAGA et al, 1996

hipertensos

Sensibilidade ao sal

Sensiveis ao sal.
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Para o polimorfismo InsDel do gene ACE, cinco artigos detectaram a
associacdo da interacdo gene x dieta sobre a sensibilidade ao sal; onde
individuos com o gendétipo Ins/Ins sdo mais sensiveis ao sal na elevacdo dos
valores de PA (YAMAGISHI et al, 2007; ZHANG et al, 2006; POCH et al, 2001,
GINER et al, 2000; HIRAGA et al, 1996). Somente um estudo indicou o
contrario, determinando que individuos Ins/Ins no alto consumo de sddio
permanecem com menores valores de PA (DENGEL et al, 2001). Outro estudo
mostrou uma interacdo do polimorfismo com a restricao calérica na reducéo de
gordura corporal, mas esta interacdo ndo surtiu efeito nos valores de PA
(HAMADA et al, 2011). J4 SVETKEY e cols (2001) analisaram a interacdo
deste polimorfismo com a dieta DASH e com a dieta de Frutas e Verduras (FV)
sobre os valores de PA, e ndo detectaram interacdo na modulagcao dos valores
de PA.

Para o polimorfismo rs699 do gene AGT dois estudos detectaram
associacdo dos fatores da dieta sobre os valores de PA. SVETKEY e cols
(2001) mostraram que individuos com genétipo AA que seguiram a dieta DASH
tendem a ter valores reduzidos de PA. HEGELE e cols (1997) mostraram que
individuos com o mesmo gendétipo AA no consumo de fibras insoluveis
reduziram os valores de PA Diastodlica (PAD); enquanto que para individuos
com o gendtipo GA ou GG foi o consumo de fibras sollveis que fez com que os
valores de PAD diminuissem. Outros trés estudos que analisaram este
polimorfismo com o consumo sal e potassio ndo detectaram associa¢cdo com 0s
valores de PA (NORAT et al, 2008; POCH et al, 2001; GINER et al, 2000;
SCHORR et al, 1999).

Considerando a importancia das relacfes gene x dieta e o pequeno
namero de estudos com esta abordagem, pode ser promissor estudar estas

relacfes para o entendimento destes fenotipos.



3 PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS

A amostra foi composta por adultos, entre 18 e 60 anos de idade, de
ambos os géneros. Os participantes eram professores, alunos e funcionarios
do Centro Universitario UNIVATES. E os critérios de exclusdo foram individuos
com nefropatias, distarbios de coagulacdo, doenca infecto-contagiosa
conhecida, doenca renal, doenca adrenal, andes, deficientes mentais que nao
compreenderam o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

(ANEXO A), mulheres gravidas e individuos com cancer.

Os dados utilizados estdo vinculados ao projeto de pesquisa intitulado
“‘Aspectos nutrigenéticos de parametros bioquimicos e antropométricos:
implicagbes para a saude humana”. O Projeto de Pesquisa esta aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Centro Universitario Univates (COEP) sob
namero de protocolo 110/11 cumprindo com o0s principios éticos para as
pesquisas em seres humanos da Resolu¢gdo 196/96 atualmente substituida
pela Resolugcédo 466 de 2012.

Os possiveis riscos ao paciente podem ter sido o desconforto durante a
entrevista e afericdo das medidas antropométricas ou durante a coleta de
sangue. O risco foi minimizado pela realizagéo de treinamento e pelas técnicas
serem realizadas por pesquisadores treinados. Os materiais para a coleta de
sangue foram descartaveis e de protecdo para evitar qualquer risco de
contaminacao. Os beneficios da participacdo na pesquisa foi a

disponibilidade dos exames bioquimicos impressos e assinados em laudos, e
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os resultados do exame de Bioimpedancia (BIA). A identificagcdo dos

participantes foi mantida em sigilo identificada através de numeracao.

A coleta de dados ocorreu em duas etapas, ambas realizadas no
Ambulatorio de Nutricdo do Centro Universitario UNIVATES. Primeiramente foi
feito o convite aos participantes e ap0s 0 aceite, foi realizada a anamnese
nutricional, analise dietética e avaliacdo nutricional. No mesmo momento, foi
agendado uma outra data para a segunda etapa: coleta de sangue, realizacao
das medidas de circunferéncias e exame de BIA. Os participantes que néo
aceitaram participar da pesquisa receberam o tratamento padrdao do

Ambulatério de Nutricdo, sem qualquer prejuizo no atendimento.

3.1 Anamnese Nutricional

A anamnese nutricional (ANEXO B) se caracteriza por um conjunto de
guestionamentos sobre o estilo de vida, habitos alimentares, histérico familiar
de patologias e perfil sécio econbmico do participante. As perguntas foram

feitas durante a consulta no Ambulatério de Nutricao.

3.2 Andlise Dietética

A analise dietética para os micronutrientes soédio, potassio, calcio e
magnésio foram realizados com o método de Recordatério Alimentar de 24
horas (R24hs) (ANEXO B). O participante foi questionado sobre os detalhes de
sua alimentac&o do dia anterior pelas estagiarias do Curso de Nutricdo durante

a consulta no Ambulatorio de Nutrig&o.

Através do R24hs é possivel ter a descricdo dos alimentos e suas
guantidades consumidas pelo individuo, e estas informacdes séo repassadas,
posteriormente, para um software que faz a converséo para a quantidade dos
micro e macronutrientes desejados. Os célculos foram feitos através do
software Dietwin® profissional 2008 por profissionais treinados da area de
nutricdo. Seguiu-se uma lista de medidas caseiras e respectivas quantidades
para cada alimento cadastrado no software como padrdo para a analise
(ANEXO C).
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Em 1993, criou-se um quadro contendo as recomendacdo nutricional
denominado de Dietary Reference Intakes (DRI) (ANEXO D). As DRIs
englobam quatro tipos de recomendacdes para individuos saudaveis e a usada
para a presente pesquisa sédo os valores da Estimated Average Requirements
(EAR) pelo motivo de avaliar a quantidade estimada para grupos populacionais.
Estes sdo valores numéricos estimados do consumo de nutrientes. As
guantidades recomendadas dos nutrientes se encontra dividida de acordo com

0 género e faixa etéria (IOF, 2011).

3.3 Avaliagdo Antropométrica

A altura e o peso dos participantes foram medidas durante a consulta no
Ambulatério de Nutricdo. A altura foi aferida com estadidmetro marca Wiso®
tendo o participante descalco com calcanhares, gliteos, costas e cabeca
encostados na parede sem rodapé. Para a medida do peso o participante fez o
uso de uma bermuda e jaleco para entdo minimizar o peso excessivo de outras
roupas, utilizou-se a balanca antropométrica adulto marca Welmy® modelo R-

110 em superficie plana.

O Indice de Massa Corporal (IMC) é um indicador simples de estado
nutricional que é calculado a partir da seguinte férmula: peso atual (kg) / altura
(m) elevada ao quadrado. Os parametros de classificacdo seguem a
recomendacdao internacional da WHO (1998): Baixo Peso IMC < 18,5 Kg/m?,
Normalidade IMC 18,5 — 24,9 Kg/m?, Pré-Obeso IMC 25,0 — 29,9 Kg/m?, Obeso
Classe | IMC 30,0 — 34,9 Kg/m?, Obeso Classe Il IMC 35,0 — 39,9 Kg/mz,
Obeso Classe Il IMC = 40,0 Kg/m?2.

As circunferéncias de cintura e quadril, para também realizar o calculo
da relagdo cintura-quadril (RCQ), foram medidas no mesmo dia da coleta de
sangue e do exame de Bioimpedancia (BIA). Foi utilizada fita inelastica marca
Cescorf® e demais recomendacfes de medicdo através do material da WHO
(2008). Os valores de normalidade para os géneros estado descritos no quadro

a seguir:
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QUADRO 1 — Recomendacdes para as medidas de circunferéncia

Circunferéncia da Cintura Relacao Cintura-Quadril
Homem Até 94 cm Até 0,90 cm
Mulher Até 80 cm Até 0,85 cm

Fonte: Adaptado de WHO, 2008.

3.4 Coleta de Sangue

Para a coleta de sangue os participantes receberam a orientagcdo da
pratica de jejum de 8 a 12 horas. A coleta de sangue foi realizada em turno
diurno no Ambulatério de Nutricdo. Foram coletados 10 ml de sangue
periférico, por profissional treinado, para as dosagens bioquimicas e extracao
de DNA. Caso o participante tenha relatado dor ou desconforto, a coleta foi

suspensa e reagendada.

Os 10 ml de sangue coletados foram divididos em trés tubos: tubo
siliconizado, tubo contendo fluoreto e tubo contendo Acido Etilenodiamino
Tetra-Acético (EDTA). Os tubos siliconizados e com fluoreto foram levados até
0 Laboratério de Bioquimica do Centro Universitario UNIVATES e realizada a
separacao do soro (ANEXO E). Apos, o soro foi colocado em tubos eppendorfs
e armazenados em freezer para posterior dosagem bioquimica. O tubo
contendo EDTA foi armazenado também em freezer para posterior extracdo de
DNA.

3.5 Exame de Bioimpedancia

O exame de Bioimpedancia (BIA) indica os valores de percentual de
gordura corporal, massa magra, massa de gordura, taxa de metabolismo basal
e total de agua no corpo. O exame foi feito pela BIA modelo Biodynamics
tetrapolar marca Conmed®. Quatro eletrodos foram afixados em pontos
especificos na méo e no pé direito do individuo avaliado. Os eletrodos foram

trocados a cada cinco participantes.
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Para a realizagcdo da técnica o participante seguiu as recomendacdes
estipuladas pelo Projeto Diretrizes (2009) e normas do Ambulatério de Nutricao
(ANEXO F): 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.

Os valores médios de normalidade para o percentual de gordura
corporal, para individuos entre 18 e 25 anos de idade, sdo de 23 a 25 % para
as mulheres e de 14 a 16 % para os homens. Se abrangermos a faixa etéria,
de 26 a 35 anos, os valores médios de normalidade para as mulheres
permanecem entre 24 e 25%, e para os homens de 18 a 20% (DAL BOSCO et
al, 2014).

3.6 Pressao Arterial

Os valores de PA foram aferidos em triplicata com equipamento digital,
de braco, marca Omron® modelo HEM-710INT. A coleta seguiu 0s parametros
de recomendacdo das VI Diretrizes Brasileiras de Hipertensdo (2010). O
individuo permaneceu sentado durante as trés medidas com um intervalo de
um minuto entre elas. Durante as medidas o participante permaneceu em
siléncio, com as pernas descruzadas, pés apoiados no chao e dorso recostado

na cadeira.

3.7 Avaliacédo Bioquimica

As dosagens bioquimicas foram feitas utilizando kits da marca Bioclin
em equipamento analisador quimico BS120 da marca Mindray no Laboratorio
de Andlises Clinicas do Centro Univeristario UNIVATES. Para a interpretacao
dos resultados utilizou-se como referencia os valores contidos na bula de cada

kit. Foram analisados os marcadores de perfil lipidico — Colesterol Total (CT),
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Colesterol HDL e Triglicerideos (TG) - e Glicose em jejum. Os valores de
Colesterol LDL foram determinados por formula de Friedewald (FRIEDEWALD,

1972) na qual consiste em realizar a seguinte equagcéo: CT — HDL — (TG/5).

3.8 Extracéo de DNA

A extracdo de DNA foi feita a partir do método salting-out de técnica
adaptada (ANEXO G) primeiramente descrita por Lahiri & Nurnberger (1991). A
prética foi feita no Laboratoério de Biotecnologia e Biologia Molecular do Centro
Universitario UNIVATES. As amostras de DNA foram armazenadas a - 4°C.
Apbs a extracdo de DNA, a quantidade extraida foi quantificada utilizando

espectrofotometria de densidade Optica em equipamento L-Quant®.

3.9 Genotipagem

A genotipagem do polimorfismo InsDel do gene ACE foi efetuada através
da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), com as sequéncias de
primers: 5 CTGGAGACCACTCCCATCCTTTCT K e 5
ATGTGGCCATCACATTCGTCGTCAGAT 3. A amplificacdo foi determinada
com 35 ciclos (94°C por 1 min; 55°C por 1 min; 72°C por 1 min). O produto da
PCR foi separado em gel de agarose a 1,5%, em 90v, por 1 hora, com
marcador de bases de 100pb. Dois fragmentos de DNA foram observados
durante a eletroforese: um fragmento a 190 pb (indicando o alelo Del) e outro a

490 pb (indicando o alelo In).

Ja o polimorfismo rs699 do gene AGT foi analisado por técnica de
descriminacdo alélica TagMan (Applied Biosystems®) a partir da PCR em

Tempo Real pelo equipamento StepOne (Applied Biosystems®).
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3.10 Analise Estatistica

Os dados foram tabulados em um banco de dados no Software
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versdo 20.0, no qual

também foram realizados os testes estatisticos.

As frequéncias alélicas foram estimadas por contagem direta e o
Equilibrio de Hardy-Weinberg calculado com base nessas frequiéncias pelo
teste do qui-quadrado de Pearson. Os testes estatisticos realizados foram
ANOVA ou Kruskal-Wallis e qui-quadrado ou teste exato de Fisher para as
varidveis categoéricas, ANOVA de duas vias, teste de Tukey e teste de
Regresséo linear mdultipla para testar as interacbes gene-gene e gene-

nutriente. O nivel de significancia assumido foi de 5% (p<0,05).



4 RESULTADOS

A amostra foi composta por 341 individuos adultos com idade média de
25,5+6,6 anos, sendo na sua maioria mulheres (78,9%). A descricdo das
variaveis analisadas em relacdo as caracteristicas clinicas e laboratoriais da

amostra estao apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais da amostra

Todos
(n=341)

Idade (anos) 25,5 (6,6)
Gasto caldrico (kcal) 335,7(817,8) ¢
Género (homem) 72 (21,1)
Tabagismo lifetime (sim) 14 (4,1)
Uso de alcool (sim) 197 (57,8)
Recordatério de 24 horas

Sodio (mg R24 horas) 1884,8 (1095,8)

Potéssio (mg R24 horas) 1922,7 (835,8)

Caélcio (mg R24 horas) 646,1 (376,5)

Magnésio (mg R24 horas) 244.,8 (137,0)
Bioquimica

Glicemia (mg/dl) 86,6 (7,7)

Colesterol total (mg/dl) 175,5 (40,4)

Colesterol HDL (mg/dl) 61,4 (16,2)

Colesterol LDL (mg/dl) 95,5(33,1)

Triglicerideos (mg/dl) 86,5 (53,8)°
Parametros antropométricos

Peso (kg) 67,5 (13,7)

IMC (kg/m?) 24,0 (4,1)

Cintura (cm) 75,4 (9,9)

RCQ 0,76 (0,07)

Gordura corporal (%) 26,7 (6,5)
Pressdo arterial

Pressdo sistdlica (mmHg) 115,9 (11,2)

Pressdo diastolica (mmHg) 71,9 (8,6)

Os dados estdo expressos como média e (desvio padrao) ou n e (%);
*Mediana e (amplitude interquartil).
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As frequéncias alélicas e genotipicas do polimorfismo InsDel do gene
ACE e rs699 do gene AGT estdo descritas na Tabela 5. Ambos os

polimorfismos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.

TABELA 5 — Frequencia dos genétipos e alelos do
polimorfismo InsDel do gene ACE e rs699 do gene AGT

Genotipo n (%)

ACE_InsDel Ins/ins 70 (20,5)
Ins/Del 149 (43,7)
Del/Del 122 (35,8)
Alelo Ins 0,4238
Alelo Del 0,5762

AGT _rs699 GG 65 (19,1)
GA 155 (45,5)
AA 121 (35,4)
Alelo G 0,4179
Alelo A 0,5821

A Tabela 6 mostra as comparacdes entre as caracteristicas da amostra
em relagdo ao polimorfismo InsDel do gene ACE. Observamos diferenca
significativa no uso de bebidas alcodlicas; onde individuos homozigotos Del/Del

fazem o maior uso de alcool quando comparados aos Ins/Ins (p=0,036).

Ao analisar o consumo de micronutrientes (sodio, potassio, calcio e
magnésio), detectamos uma associacdo do polimorfismo InsDel com o
consumo de calcio. Individuos homozigotos Del/Del consomem menos calcio
do que os heterozigotos (Ins/Del) (p=0,007). Nao observamos associacéo
guando comparamos 0s valores bioquimicos e medidas antropométricas em
relacdo aos diferentes gendtipos do polimorfismo. Também ndo detectamos
associacao entre o polimorfismo do gene ACE e os valores de PA.



Tabela 6 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais da amostra de acordo com o polimorfismo InsDel do gene ACE

ACE InsDel
Ins/Ins Ins/Del Del/Del Valor P
(n=70) (n = 149) (n=122)

Idade (anos) 25,4 (6,3) 25,6 (6,6) 25,6 (6,6) 0,974
Gasto caldrico (kcal) 36,7 (817,5)%  369,0 (947,6)*  336,0(633,6)° 0,391°
Género (homem) 16 (22,9) 28 (18,8) 28 (23,0) 0,640
Tabagismo lifetime (sim) 4(5,7) 6 (4,0) 4(3,3) 0,680 ¢
Uso de alcool (sim) 33 (47,1) 84 (56,4) 80 (65,6) 0,036°
Recordatario de 24 horas

Sédio (mg R24 horas) 1949,1 (1145,6) 1960,3 (1093,7) 1753,3 (1065,1) 0,271

Potassio (mg R24 horas) 2017,3(898,0)  1945,7 (841,8) 1836,9 (787,7) 0,329

Calcio (mg R24 horas) 643,2 (285,0) 706,2 (409,5) 573,3 (370,9) 0,007>'

Magnésio (mg R24 horas) 250,8 (116,4) 255,0 (162,1) 228,6 (11,4) 0,279
Bioquimica

Glicemia (mg/dl) 85,6 (7,5) 86,3 (7,5) 87,6 (7,9) 0,182

Colesterol total (mg/dl) 173,3 (46,6) 174,8 (37,3) 177,6 (40,6) 0,751

Colesterol HDL (mg/dl) 60,5 (15,2) 60,9 (16,5) 62,6 (16,4) 0,619

Colesterol LDL (mg/dl) 94,7 (40,0) 93,9 (28,2) 97,9 (24,6) 0,607 °

Triglicerideos (mg/dl) 76,5 (35,3) 92,0 (58,0)* 87,0 (52,5) 0,088°
Parametros antropométricos

Peso (kg) 65,9 (12,3) 68,3 (13,3) 67,4 (14,8) 0,483

IMC (kg/m?) 23,3 (3,9) 24,3 (4,1) 23,9 (4,2) 0,239

Cintura (cm) 74,4 (8,8) 76,1 (10,0) 75,1 (10,4) 0,482

RCQ 0,75 (0,07) 0,76 (0,08) 0,76 (0,06) 0,563

Gordura corporal (%) 26,2 (6,5) 27,4 (6,6) 26,3 (6,5) 0,392
Pressdo arterial

Pressdo sistdlica (mmHg) 115,1 (10,5) 116,6 (10,1) 115,5 (11,8) 0,556

Pressdo diastolica (mmHg) 70,7 (8,8) 72,6 (8,9) 71,6 (8,1) 0,290

Os dados estéo expressos como média e (desvio padréo) ou n e (%);

®Mediana e (amplitude interquartil);bTeste Kruskal-Wallis;“Teste exato de Fisher;® Ins/Ins difere significativamente
de Del/Del: Pgonferroni = 0,037; "Ins/Del difere significativamente de Del/Del: Pgonterroni = 0,007.

Género, glicemia (mg/dl) e triglicerideos (mg/dl) também foram associados aos desfechos (pressao sistdlica e
pressao diastdlica) com um valor P menor do que 0,2. Dessa forma, essas variaveis foram consideradas
potenciais confundidores nas anélises subsequentes.



A Tabela 7 mostra as comparacdes entre as caracteristicas clinicas e
laboratoriais da amostra em relacdo ao polimorfismo rs699 do gene AGT.
Detectamos uma associagcdo do polimorfismo com o tabagismo, onde os
individuos heterozigotos GA apresentavam maior frequencia de tabagismo
(p=0,009). N&o observamos associacdo desta variante com o0 consumo de
micronutrientes da dieta. Também ndo detectamos associacdo com o0s valores

biogquimicos e medidas antropométricas entre os genotipos do polimorfismo.

Na comparacdo dos valores de PA em relacdo ao polimorfismo rs699,
observamos uma associacdo, onde a média da PA Sistolica (PAS) foi maior em

individuos GG quando comparados aos homozigotos AA (p=0,028).
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Tabela 7 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais da amostra de acordo com o polimorfismo rs699 do gene AGT

AGT rs699
GG GA AA Valor P
(n =65) (n = 155) (n=121)

Idade (anos) 25,1 (5,7) 25,8 (7,4) 25,5 (6,1) 0,784
Gasto caldrico (kcal) 367,5(943,6)* 334,2(8355)° 343,8(759,00*° 0,772°
Género (homem) 16 (24,6) 39 (25,2) 17 (14,0) 0,066
Tabagismo lifetime (sim) 1(1,5) 12 (7,7) 1(0,8) 0,009 ¢°
Uso de alcool (sim) 36 (55,4) 93 (60,0) 68 (56,2) 0,743
Recordatario de 24 horas

Sodio (mg R24 horas) 1972,3 (1092,8) 1820,6 (1022,5) 1922,8 (1191,1) 0,589

Potéssio (mg R24 horas) 1901,8 (830,8)  1919,5(893,4) 1936,6 (763,5) 0,964

Célcio (mg R24 horas) 598,5 (356,9) 660,6 (353,4) 652,5 (415,3)  0,536°

Magnésio (mg R24 horas) 2449 (113,1) 2448 (156,3) 2446 (121,6) 0,999
Bioquimica

Glicemia (mg/dl) 85,2 (7,0) 86,7 (8,0) 87,3 (7,5) 0,200

Colesterol total (mg/dl) 171,2 (37,2) 175,3 (39,4) 178,2 (43,2) 0,531

Colesterol HDL (mg/dl) 60,8 (17,1) 60,3 (15,0) 63,3 (17,0) 0,308

Colesterol LDL (mg/dl) 91,8 (34,6) 95,8 (29,8) 97,0(36,5 0,593°

Triglicerideos (mg/dl) 89,5 (49,0)° 82,0 (50,0)° 87,0 (56,0)* 0,924°
Parametros antropométricos

Peso (kg) 67,8 (14,1) 68,5 (14,4) 66,0 (12,4) 0,299

IMC (kg/m?) 24,3 (4,4) 24,0 (4,2) 23,8 (3,9) 0,689

Cintura (cm) 75,0 (10,0) 76,0 (10,4) 74,8 (9,3) 0,608

RCQ 0,76 (0,08) 0,76 (0,07) 0,75(0,06)  0,371°

Gordura corporal (%) 25,9 (6,9) 26,5 (7,0) 27,4 (5,5) 0,302
Pressdo arterial

Pressdo sistdlica (mmHg) 117,5 (12,2) 116,9 (12,0) 113,8(9,3) 0,028°

Pressdo diastolica (mmHg) 71,8 (9,6) 72,5 (8,8) 71,1 (7,7) 0,414

Os dados estdo expressos como média e (desvio padréo) ou n e (%);

*Mediana e (amplitude interquartil);"Teste Kruskal-Wallis; Teste exato de Fisher;"GA difere significativamente
de AA: Pgonterroni = 0,009; °GG difere significativamente de AA: Pgonferroni = 0,045.

Género, glicemia (mg/dl) e triglicerideos (mg/dl) também foram associados aos desfechos (pressao sistélica e
pressdo diast6lica) com um valor P menor do que 0,2. Dessa forma, essas variaveis foram consideradas
potenciais confundidores nas anélises subsequentes.
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As interagcOes gene x dieta foram testadas a partir do teste de Regresséo
Multipla. Foram analisadas as interacdo dos polimorfismos com o consumo de
micronutrientes sobre os valores de PA. A Tabela 8 mostra as relagbes

testadas e o Gréfico 1 representa os resultados significativos.

Para o polimorfismo InsDel do gene ACE néao detectamos nenhuma
interacdo como consumo de micronutrientes sobre os desfechos de PA. Ja
para o polimorfismo rs699 do gene AGT observamos uma interacdo entre o
genodtipo GA e o consumo de célcio (p=0,022), onde o aumento do consumo de
célcio foi relacionado ao aumento da PAD. Detectamos outra interagdo com o
mesmo heterozigoto com o consumo de magnésio (p=0,006), onde o aumento

no consumo de magnésio foi relacionado a diminui¢do da PAD.

TABELA 8 — Interagbes do polimorfismo InsDel*nutriente e polimorfismo rs699*nutriente sobre
a pressao arterial (modelo com duas dummies representando os 3 gendtipos de cada
polimorfismo)

R?ajustado B Valor P beta
Pressao Sistolica (mmHg)
0,161 <0,000001
Constante 102,096
ACE (Ins/Del) 2,169 0,149985 0,096
ACE (Del/Del) 0,637 0,682531 0,027
AGT (GA) -0,554  0,716519 -0,025
AGT (AA) -2,500 0,118390 -0,106
Género 10,724 <0,000001 0,391
Presséao Diastélica (mmHQ)
0,022608 0,066416
Constante 69,226

ACE (Ins/Del) 1,826  0,145795 0,106
ACE (Del/Del) 0,618 0,633545 0,034
AGT (GA) 3,615 0,239928 0,210
AGT (AA) 0,859 0,790511 0,048
Calcio (mg R24h) -0,007  0,088616 -0,291
Magnésio (mg R24h) 0,021 0,086646 0,335
InteracOes

AGT (GA)*Calcio (mg R24h) 0,010 0,022279 0,482
AGT (AA)*Calcio (mg R24h) 0,007 0,112033 0,325
AGT (GA)*Magnésio (mg R24h) -0,036  0,006446 -0,679
AGT (AA)*Magnésio (mg R24h) -0,022  0,122389 -0,352

Procedimento backward.
Termos de interagdo inseridos nos modelos iniciais: ACE (Ins/Del)*sédio, ACE (Del/Del)*sédio,
*potassio, *célcio, *magnésio, AGT(GA)*sddio, AGT (AA)*sddio, *potassio, *célcio e *magnésio.
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GRAFICO 1 - Interpretagdo dos termos de interag&o significativos descritos na Tabela 8

A GG; referéncia
80-
AA; p=0,112
= 751
T
E
& 704 A
2
O- 654
60
Calcio (mg R24hs)
B GG; referéncia
80+
AA; p=0,122

PAD (mmHg)

Magnésio (mg R24hs)

Os termos de interacdo foram interpretados a partir da equacao geral de regressdoy =a + b;x;
+b,x, + bsX;X,. Depois que a reta de regressao foi estimada para cada genotipo, x, (célcio mg R
24 horas) e xx(magnésio mg R 24 horas) foram substituidos por 646,1 e 244,8 (médias de
consumo de calcio e de magnésio na amostra estudada, Tabela 4).

Analisamos a interagcdo gene x gene, na qual, os valores de PA foram
ajustados para género, glicemia e triglicerideos, mas n&o detectamos

associacao para as interagOes testadas.



5 DISCUSSAO

O Sistema Renina-Angiotensina (RAS) é uma cascata de peptideos
(proteinas) que controlam a homoestase eletrolitica, presséo arterial (PA) e
secrecao hormonal (ABADIR et al, 2012). Em relacdo aos nossos resultados,
ao analisarmos os polimorfismos InsDel do gene ACE e rs699 do gene AGT
com habitos de vida, detectamos associacbes com o uso de é&lcool e
tabagismo. Observamos uma associacdo significativa com o polimorfismo
InsDel e o uso de &lcool, sendo que individuos com o gendtipo Del/Del
apresentavam maior uso. Detectamos também uma associacdo do
polimorfismo rs699 com o tabagismo, onde individuos heterozigotos GA
apresentavam maior frequencia de tabagismo. Em relacéo ao tabagismo com o
polimorfismo rs699 (AGT) outros dois estudos também detectaram esta
associacao (KIM et al, 2014; GATTI et al, 2013). Evidéncias a partir de estudos
em modelos animais e ensaios clinicos sugerem que o RAS esteja envolvido
nas complexas fungdes cerebrais, como a dependéncia do uso de substancias
psicoativas (alcool e tabagismo). Para o desenvolvimento deste tipo de
dependéncia, sdo mediadas acdes de um sistema hormonal (horménio
liberador de corticotropina), sendo que o RAS interage com o hipotdlamo e com
este sistema hormonal (SOOMER & SAAVEDRA, 2008). Ainda assim, achados
sugerem que os receptores de angiotensina Il (receptor ATi;) modulam a
sensibilidade dos receptores de dopamina D2 os quais se relacionam com a
acao do consumo de alcool (MOORE et al, 2007). Considerando as relacdes
descritas do RAS com as fun¢gdes hormonais e cerebrais, podemos pensar que

estes polimorfismos podem estar modulando o comportamento e
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consequentemente os fatores ambientais aos quais 0s individuos estardo
expostos. Ao mesmo tempo em que estes fatores ambientais também sé&o

importantes fatores de risco para o desenvolvimento da HAS.

Comparamos também o consumo de micronutrientes (sodio, potassio,
célcio e magnésio) com os dois polimorfismos. Nossos resultados mostraram
uma associacdo do polimorfismo InsDel do gene ACE com o consumo de
célcio. Individuos Del/Del consomem menos calcio, quando comparados aos
individuos heterozigéticos; sendo que esta média de consumo € inferior aos
parametros recomendados. Estes resultados corroboram a ideia de que o
consumo de calcio esta relacionado com o comportamento alimentar. Quando
o0 consumo de calcio é baixo, é desencadeada uma resposta hormonal para
gue o consumo alimentar aumente e a partir de fontes alimentares ricas em
célcio as quantidades deste nutriente possam ser repostas a normalidade;
porém, o que acontece € uma maior sensacdo de fome a qual pode entdo
proporcionar o aumento de peso (CHAPUT et al, 2014). Contribuindo com esta
hip6tese o gendtipo Del/Del ja foi associado em muitos trabalhos com fenétipos
da obesidade e hipertensdo (MAO & HUANG, 2013). Talvez as associacdes
detectadas com este gene estejam mais relacionadas com o comportamento
alimentar em si, desencadeando suscetibilidade para as patologias

classicamente associadas com este polimorfismo.

Nao detectamos associacdo com as medidas antropométricas e
bioquimicas com ambos o0s polimorfismos analisados. Estes resultados
poderiam ser paradoxais a hipotese descrita anteriormente com obesidade. No
entanto, considerando que a nossa amostra é bastante jovem, poderiamos
pensar que estes individuos ainda possam desenvolver obesidade e HAS no

futuro.

Em relacdo as comparacdes dos polimorfismos com os valores de PA,
nao detectamos associagcdo com o polimorfismo InsDel (ACE), mas detectamos
com o polimorfismo rs699 (AGT). Individuos homozigotos GG apresentam
maior PA Sistdlica (PAS) quando comparados aos individuos AA. A associacao
dos polimorfismos InsDel e rs699 dos respectivos genes ACE e AGT ja foram
extensivamente estudados conforme descritas nas Tabelas 1 e 2. Em relac&o

ao polimorfismo InsDel os resultados sdo controversos, pois aproximadamente
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metade dos estudos ndo detecta associacdo com estes desfechos. NOs
também nado detectamos esta associacdo. Uma possivel explicacdo é que
realmente este polimorfismo nao influencie neste desfecho na nossa amostra.
Mas também podemos pensar que este polimorfismo esteja influenciando o
comportamento alimentar, portanto a idade do individuo e outros fatores
ambientais, podem estar modulando a suscetibilidade ao desenvolvimento de
HAS.

Em relacdo ao gene AGT detectamos associacdo do genétipo GG com
maiores valores de PAS. Comparando com os dados da literatura descritos na
Tabela 2 também observamos resultados contraditorios. Dentre os trabalhos
gue detectaram associacdo, a maioria foi com o0 gendtipo AA. Embora
MOHANA e cols (2012) e GUI-YAN e cols (2006) mostraram associagdo com o

mesmo gendtipo associado no presente estudo.

- Interac&o Gene x Dieta na Presséo Arterial

Estudos que relacionam fatores genéticos e dietéticos sobre o desfecho
de PA ainda séo poucos e inconsistentes. Nosso estudo analisou individuos
adultos, jovens, sem patologias aparentes afim de contribuir para elucidar a

influencia genética no complexo sistema de controle da PA.

Em nossos resultados, ndo observamos a interacdo dos polimorfismos
InsDel (ACE) ou rs699 (AGT) aliados ao consumo de sédio ou potassio sobre o
desfecho dos valores de PA. Alguns estudos descreveram associacdo do
polimorfismo InsDel do gene ACE com a sensibilidade ao sal (YAMAGISHI et
al, 2007; ZHANG et al, 2006; KLEIJ et al, 2002; POCH et al, 2001). Para o
polimorfismo rs699 do gene AGT apenas um estudo detectou associagao,
porém o sodio foi medido pela excre¢cdo via urina, e ndo pelo consumo
alimentar (NORAT et al, 2008). Outro estudo, analisou a intervencdo com o
modelo da dieta DASH, que tem como papel reduzir o consumo de sédio e
aumentar o consumo de potassio, e sua interacdo com os polimorfismos InsDel
(ACE) e rs699 (AGT). Os autores observaram uma interagdo com o
polimorfismo rs699, onde individuos AA durante a dieta DASH reduziram os
valores de PA (SVETKEY et al, 2001).
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Em relagdo a interagdo dos polimorfismos com o consumo de calcio e
magnésio sobre os valores de PA, detectamos apenas associacdo do
polimorfismo rs699 (AGT) com o consumo de calcio e magnésio sobre o
desfecho da PA Diastélica (PAD). Individuos com o genotipo GA com o0 maior
consumo de calcio obtiveram maiores valores de PAD; sendo que 0s mesmos
individuos heterozigotos com o maior consumo de magnésio obtiveram
menores valores de PAD. Entretanto é importante ressaltar que os valores
médios de PAD estdo normais de acordo com os padrdes recomendados por
WHO (2013). Bem como, também ¢é importante citar que a média do consumo
de calcio e magnésio estdo abaixo dos valores recomendados (Tabela 4).
Valores estipuladas pela EAR preconizam o consumo de 1000 mg/dia de calcio
para ambos o0s géneros e para magnésio, 255 mg/dia para mulheres e 330

mg/dia para homens (IOF, 2011).

Nao encontramos na literatura outros estudos analisando a interacao
dos polimorfismos InsDel (ACE) e rs699 (AGT) com o consumo de calcio e
magnésio sobre os valores de PA. Entretanto, outros trabalhos analisam a
importancia destes micronutrientes na PA. O consumo de célcio e magnésio é
relacionado inversamente com os valores de PA, ou seja, quanto maior o
consumo dos nutrientes, menor os valores de PA (KASS et al, 2012; TORRES
& SANJULIANI, 2011; JEE et al, 2002). Os nossos resultados corroboram a
relacdo no consumo de magnésio, na qual observamos que individuos com
gendtipo GA e maior consumo de magnésio obtiveram uma diminuicdo dos
valores de PAD. No entanto, os mesmos individuos heterozigotos no aumento
do consumo de calcio obtiveram maiores valores de PAD. Nos nossos achados
a media do consumo de calcio é inferior ao recomendado, e pode haver uma
relacdo entre o baixo consumo do nutriente e o aumento dos valores de PA. No
consumo inferior de calcio a vitamina D permanece ativa e em altas
concentracdes, e esta acdo permite a entrada excessiva de ions de calcio no
musculo esquelético vascular, o qual promove uma vasoconstricdo e entdo o
aumento nos valores de PA (CENTENO et al, 2009).

O fato de termos detectado associagdo apenas com genotipo
heterozigoto nos faz pensar em duas hip6teses. Talvez para polimorfismo, o

gendtipo heterozigoto esteja relacionado com um funcao biolégica diferencial
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gue ainda nao esta elucidada. De encontro a esta ideia, outros estudos de
associacao ja descreveram resultados positivos com este gendétipo. Gatti e cols
(2013) detectaram associacdo com o genétipo heterozigoto do polimorfismo
rs699 (AGT) com HAS. Os autores descrevem que individuos GA possuem um
risco de até 58% mais chances de desenvolver a doenca. Outro estudo
também descreve uma associacdo com o heterozigoto da variante, porém néo
com valores de PA ou HAS. Assareh e cols (2014) analisaram uma amostra de
idosos australianos com leséo cerebral e indicaram um maior volume da lesé&o
em individuos com o genoétipo GA quando comparados aos AA, mas somente
na parcela masculina. Outra possibilidade para explicar os resultados com o
heterozigoto estdo relacionadas a funcionalidade do polimorfismo, pois este
polimorfismo ndo esta localizado perto do sitio de clivagem da proteina AGT
(ASSAREH et al, 2014). Sugere-se entao, que a variante ndo seja funcional,
mas sim de que, possa estar em desequilibrio de ligacdo com outros
polimorfismos do gene (-6G-A, -532C-T e 174T-M) e estes influenciam a
expressédo da proteina (BRAND et al, 2002). Muitas variantes génicas do RAS

podem estar atuando de forma conjunta até a modulacao da PA.

Consideracgdes Finais

O estudo observou associacdes ja descritas, bem como outras
inovadoras. Foram associados ao polimorfismo InsDel do gene ACE o uso de
bebidas alcodlicas e o consumo de calcio. J&4 o polimorfismo rs699 do gene
AGT observamos associacdes com o tabagismo, valores de PAS, e a interagdo
com o consumo de célcio e magnésio na modulacdo dos valores de PAD. Os
nossos resultados indicam que individuos brasileiros de gendtipo GA para o
polimorfismo rs699 (AGT) com maior consumo de calcio obtiveram valores
aumentados de PAD, e com maior consumo de magnésio menores valores de
PAD.

As investigacdes sobre a regulacdo dos valores de PA aliados a fatores
nutrigenéticos ainda ndo estdo claros. Na pratica clinica as diferencas
encontradas tanto para a média do consumo de célcio e magnésio quanto para
os valores de PA, quando comparadas as recomendacfes, sdo minimas.

Salienta-se ainda, a variabilidade do consumo alimentar, uso de
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suplementacado ou outras dietas existentes, interferéncias medicamentosas e a
pratica ou ndo de exercicios fisicos. Muitas variaveis podem interferir na
modulacdo da PA o que dificulta a interpretacdo dos dados, de forma correta,

narealizacdo da analise de uma pesquisa.

Uma das limitagdes do nosso estudo € nao ter avaliado as relagdes de
interacdo gene x dieta, em um consumo adequado dos micronutrientes.
Verificar se as associacfes se mantém em um consumo adequado também
pode ser importante para estabelecer recomenda¢cdes no futuro. Analisar os
fatores nutrigenéticos em individuos com a HAS pode ser uma perspectiva para

estudos futuros.
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6 CONCLUSAO

Apo6s a analise entre os polimorfismos de genes que codificam proteinas
de um sistema importante no controle da pressao arterial, com o consumo
alimentar e sua influéncia sobre os valores de pressao arterial, pode-se
observar diversos efeitos e associacdes. As interagcdes dos polimorfismos com
a dieta nos remete ao fato de que cada individuo é Unico e pode apresentar

respostas dietéticas diferentes de acordo com seu genatipo.

E importante ressaltar que, apesar de todos os esforcos para entender a
acao de polimorfismos na patologia aliados aos fatores ambientais, estes ainda
sdo insuficientes para determinar o risco clinico individual da doenca. Ainda ha
muitos fatores para serem entendidos antes que esta informac&o possa ser
traduzida em beneficios na pratica em saudde. Sendo assim, analises mais
extensas com forte impacto estatistico sdo necessérias para a elucidacdo da
influéncia da interacdo gene x dieta na etiologia da HAS na populacéo

brasileira e para afirmar novas estratégias de prevencao e tratamento.
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ANEXO A —Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
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ANEXO 3 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

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

Como parte da sua consulta no Ambulatério de Nutrigdo vocé respondera um
questionario sobre seus habitos de vida e alimentares, e também descrevera tudo o
que vocé comeu nas Ultimas 24 horas. Vocé também ira realizar a verificagdo da
Pressao Arterial e Avaliagdo Antropométrica (verificagdo 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 Bioimpedéancia, que deverdo ocorrer no
turno da manha com o participante em jejum. O aparelho de Bioimpedéancia
determina a quantidade 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. Seréo
colocados quatro eletrodos na superficie da sua pele, sendo dois em sua méo 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
sera 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 extragao de DNA para andlise genética. O material biolégico sera
devidamente armazenado por 5 anos apés o término do projeto, de acordo com as
exigéncias legais.

Caso vocé necessite de uma dieta para perda de peso, sera feita uma nova
Avaliagao Antropométrica, exame de Bioimpedancia e coleta de sangue no prazo de
dois meses que sera agendada e realizada com o mesmo procedimento da primeira
coleta, com a Unica diferenca de ser coletados apenas 5 ml de sangue nesta
segunda parte.

Os beneficios deste estudo poderdo 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 Bioimpedancia. Os seus dados
pessoais serdo sempre tratados confidencialmente e a sua identidade sera
preservada. Os resultados deste estudo serdo publicados com fins cientificos, mas
nao havera identificagdo pessoal ou publicagdo do seu nome. Sua participagdo no
estudo é voluntaria, vocé pode retirar o seu consentimento e desistir de participar em
qualgquer momento da pesquisa, sem que isso traga qualquer prejuizo para vocé no
trabalho ou ensino. A sua possibilidade de desisténcia ou nao-participagdo na
pesquisa, ndo mudard em nada o seu atendimento no Ambulatério de Nutricdo ou
em qualquer outro servigo prestado.

Este projeto estd inteiramente de acordo com as normas vigentes

N
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Resolugdo CNS196/96.

Esta pesquisa néo implicard em nenhum gasto para o participante, bem como
nao havera nenhuma forma de pagamento pela sua participagao.

As responsaveis por esta pesquisa sdo as Professora Dra. Simone Morelo Dal
Bosco e Professora Dra. Julia Pasqualini Genro, que poderao ser contatadas para
qualquer esclarecimento pelos respectivos telefones (051) 84438332 e (051)
93272527.

O Comité de Etica em Pesquisa da UNIVATES, que aprovou a execugao
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 durante o periodo de 5 anos e
apos serdo incinerados.

Declaro que autorizo a minha participagdo nesta pesquisa e que fui
devidamente informado(a), de uma forma clara e detalhada, tendo a oportunidade de
tirar todas as minhas duvidas livre de qualquer tipo de constrangimento.

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

que aplica o questionario
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ANEXO B — Anamnese Nutricional

AMBULATORIO DE NUTRIGAO
ANAMNESE ALIMENTAR
Nome:
Vinculo com a UNIVATES: ( ) Aluno ( ) Funcionério ( ) Professor
DN: / /
Idade:
Data: | )
Objetivo:

Renda familiar mensal (em reais):
Quantas pessoas moram na casa (vivem desta renda):

Gasto familiar mensal com alimentagéo (em reais): ( ) Néosei
Nivel escolaridade:

() ensino fundamental (1 grau) incompleto, até que série fez:

() ensino fundamental (1 grau) completo

() ensino médio (2 grau) completo

() graduag@o (3 grau) completo

() pos graduagdo (abre: mestrado, doutorado, especializagéo)

(

(

) estudante graduagao
) estudante pds graduagao

Habitos de vida:

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

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

Atividade fisica que pratica:

Fregiiéncia: Duragéo: hs/sem.

Segunda Atividade fisica que pratica:

Freqiiéncia: Duragéo: hs/sem.

Terceira Atividade fisica que pratica:

Fregiiéncia: Duragéo: hs/sem.

Qutros:

Fregiiéncia: Duragéo: hs/sem.

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

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

Ingere &lcool: () sim () ndo ( ) &s vezes

Tipo de bebida:

() vinho, Freqiéncia de ingest&o: x semana Quantidade ingerida: ml/dia
() cerveja, Fregiiéncia de ingestao: x semana Quantidade ingerida: mi/dia
() destilado, Qual: Frequiéncia de ingestao: x semana Quantidade ingerida: mi/dia
Horas de sono: hs/dia

Habitos Alimentares:

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

() cha, Quantidade: mi/dia

() chimarréo, Quantidade: ___ml/dia

() refrigerantes, Quantidade: ml/dia

() suco, Quantidade: mi/dia ()

Qutro, Quantidade: mi/dia

Quantidade de liquido total do dia: litros

Utiliza para adogar: ( ) agtcar ( ) adogante, Qual adogante: Qtde em gotas:

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

Tipo de leite: ( ) integral () semi-desnatado ( ) desnatado
Freqiiéncia 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 () néo

Tipo de carne consumida:

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

() ave, Frequéncia: X semana




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

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

Utiliza condimentos: ( ) sim ( ) ndo

() Caldos de cames, Fregiiéncia/Quantidade:
() Catchup, Freqiiéncia/Quantidade:

() Mostarda, Fregiiéncia/Quantidade:

() Maionese, Freqiiéncia/Quantidade:

() Pimenta, Freqiiéncia/Quantidade:

Vocé tem o habito de tomar café da manha: ( ) sim ( ) néo
Local que costuma fazer as refeigdes:

Desjejum: Almogo:

Jantar: Lanches:
Preferéncias alimentares (quais): __
Aversdes 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 ( )ndo Qual:
HAS:( )sim ( )nédo Pressdo arterial:
Cardiopatias: ( )sim  ( )ndo Qual:
Colesterol elevado: ( )sim () nédo
Triglicerideos elevados: ( ) sim  ( )nédo

TGI: ( ) gastrite  ( )dlcera () RGE ( ) intestinais
Intestino: () regular ( )preso  Freqiiéncia de evacuagéo: X semana
Cancer: ( )sim ( )ndo Qual:
Obesidade: ( ) sim ( )ndo
Medicamentos que utiliza:

Historia familiar :

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

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

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

() Parentesco Secundério (avos, 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 irméos): ( ) Materno ( ) Paterno

( )Parentesco Secundario (avés, tios e primos): ( )Materno ( )Paterno
Triglicerideos elevados: ( )sim  ( )ndo

() Parentesco Primério ( pais e irmdos): ( ) Mateno ( ) Paterno

( )Parentesco Secundario (avos, tios e primos): ( )Materno ( )Paterno
Cancer: ( )sim ( )ndo Qual:

() Parentesco Primério ( pais e irmdos): ( ) Mateno ( ) Paterno

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

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

( )Parentesco Secundario (avés, tios e primos): ( )Materno ( ) Paterno
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Exames Laboratoriais:
Hemograma: hemoglobina:
Glicemia em jejum:
Colesterol total:

LDL:

hematdcrito:

outros:

HDL:

Triglicerideos:
Acido drico:
Creatinina:
Eletrélitos:

TSH: T3:

T4:

Outros:

Recordatério Alimentar:
Desjejum hs:

Colagéo hs:

Almogo hs:

7]

Lanche hs:

Janta: hs:

Ceia: hs:

VET do recordatdrio:

HC: g %

Ptn: g %

Lip: g %
Colesterol: mg/dia

TMB: Kcal
Fator atividade: ____
VET ideal: Kcal/dia

Kcal

g/kg/PA

Perda / ganho de peso programada:
VET hipo: Kcal/dia
VET hiper: Kcalldia

Dados da dieta prescrita:
VET: Kcal
HC: g %
Ptn: g %
Lip: g %
Colesterol: mg/dia
Célcio: mg/dia
Ferro: mg/dia
Potassio: mg/dia
Sadio: mg/dia
Qutros:

g/kg/PA

g/dia

Vitaminas:

79



Dados Antropométricos:

PA: kg

Altura: cm

PU: kg

Pl: kg

Relagéo cintura/quadril:

Protocolo de composigéo corporal utilizado:

Dobras cuténeas: ( ) Lado direito ( ) Lado esquerdo

Controle de
peso

Data Peso Evolugédo IMC Data

Peso

Evolugdo

IMC

Composigdo
Corporal

Datas

Perimetros

Térax

Cintura

Quadril

Coxa

CB

Pregas

PCT

PCB

PSC

PCI

PCA

PCC

PCAM

PCSE

PCP

PCT

Resultados

% de Gordura

Peso Gordo

Peso Magro

MCM

PI
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Evolugdo do paciente

Data

Evolugdo
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ANEXO C - Lista de Padronizacéo de Alimentos
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ANEXO D - Tabelas Dietary Reference Intake
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ANEXO E - Separacao do Soro
Separacdo do Soro — Laboratério de Bioguimica
Sala 209/Prédio 8

Materiais:

- Centrifuga;

- Pipeta de 1000 microlitros - Ponteiras azuis;

- Pinga para retirar os tubos da centrifuga;

- Estante para colocar os tubos;

- Becker para descarte de ponteiras (lavar apds o uso);

- Eppendorfes - Caneta (para escrever nos eppendorfes).

OBS: Os materiais ficam na Sala Anexa em cima do armdrio (& esquerda) em um pote com a tampa azul;

1 | Coloca-se os tubos na centrifuga azul de forma equilibrada;

2 | Hadois tubos (um com a tampa cinza e outro com a tampa vermelha) ao lado da centrifuga para ajudar a equilibrar;

3 | Liga-se o aparelho na tomada e o botdo preto, no lado direito da centrifuga;

4 | Para ajustar a hora deve-se ficar segurando o botdo que tem um relégio e apertar nas flechinhas (para cima ou para baixo) e
para ajustar as rotacGes, deve-se seguras o botdo que tem duas flechas formando um circuloe apertar nas flechinhas (para cima
ou para baixo);

5 | O ajuste deve estar em 4 minutos e 0 as rotagdes devem estar no numero 30, que representam 3000 rpm;

6 | Inicia-se o processo apertando o botdo que esta indicado o simbolo de liga/desliga;

7 | Enquanto a centrifuga separa o soro, identificam-se os eppendorfes;

8 | Para cada nimero (cada paciente) ha dois eppendorfes. Em cada um, vai o nimero e a data, no espago de escrever e na tampa.
O eppendorf que ird o soro de glicose identifica-se coma letra “G”;

9 | A Centrifuga se desligara sozinha, retira-se os tubos com uma pinca, que estd ao lado da maquina e coloca-se na estante de
tubos que esta dentro dos potes dos materiais;

10 | Utilizar a pipeta P1000 e a ponteira azul para pipetar o soro dentro dos eppendorfes, segurando o tubo e o eppendorf na
mesma mao;

11 | Cuidar para colocar o soro do tubo com a tampa cinza (com fluoreto) no eppendorf que tem o ndmero do paciente e a letra G;

12 | Fechar o eppenforf e colocar no copinho;

13 | Descartar a ponteira em um copo de Becker e repetir o procedimento para cada tubo (fluoreto e siliconizado) e em cada
paciente;

14 | Logo ap6s o processo descartar os tubos com residuo de sangue e as ponteiras em saco leitoso/material contaminante;
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ANEXO F - Orientacdes para Exame de Bioimpedancia

(©

UNIVATES

ORIENTACOES PARA REALIZACAO DO EXAME DE BIOIMPEDANCIA:

O O O O

Ficar 4 horas sem comer e beber antes do exame.

N&o praticar exercicios fisicos durante as 12 horas precedentes a avaliacao,
pois exercicios fisicos alteram a quantidade de agua no organismo.

Nao freqluentar sauna 12 horas antes do exame.

N&o ingerir bebidas alcoodlicas durante as 24 horas precedentes a avaliacao,
pois o alcool é diurético.

N&o ingerir café, chas, bebidas efervescentes ou bebidas energéticas durante
as 24 horas precedentes ao exame. A maioria dessas bebidas sdo diuréticas,
reduzindo a quantidade de &gua corporal.

Beber no minimo 2 litros de agua no dia anterior.

N&o fumar 5 horas antes.

Retirar joias, relégios e/ou objetos de metal na hora do exame.

Mulheres em periodo pré-menstrual ou menstrual, ndo devem realizar o
exame, pois pode haver retencédo de liquidos.

N&o utilizar medicamentos diuréticos, pois podem alterar os resultados dos
exames.

Evitar refeices hipercaltricas por 4 horas antes do exame.

E contra-indicado aos portadores de marcapasso e as gestantes.
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ANEXO G - Extracao de DNA
Extracdo de DNA adaptada de Lahiri & (1991)

Etapa Procedimentos para a extragdo de DNA

OBS: As lavagens dos materiais séo feitas com solucado EXTRAN (pouco).

Etapa Procedimentos

1 Coletar sangue total em um tubo vacutainer contendo EDTA (100 yL EDTA 15%).

2 Transferir todo o contelido de sangue total para um tubo Falcon de 15 mL. Identificar os
tubos Falcon de acordo com o nimero da amostra. Anotar a quantidade de sangue em
um caderno de anota¢8es. Adicionar volume igual de TKM1. Balancear as amostras em
duplas para posterior centrifugacéo.

3 Adicionar 250l de NONIDEC, com ponteira azul. Misturar bem por inversao varias vezes
e passar no vortex.

4 Centrifugar a 3000 RPM durante 10 minutos a temperatura ambiente. Cuidado em
balancear as amostras na centrifuga.

5 Retirar o sobrenadante por inversdo. Lavar/adicionar ao pellet 5 mL de TKM1, agitar bem
por inversao e com o vortex até desmanchar ao maximo o pellet. Centrifugar novamente a
3000 RPM durante 10 minutos. Repetir esse passo aproximadamente duas vezes, ou até
gue o pellet fique o mais limpo possivel.

6 Retirar o sobrenadante por inversdo. Adicionar ao pellet 800 uL de TKM2. Dar uma leve
sacudida para desprender o pellet do fundo do tubo. Transferir, por inversdo, para um
eppendorf de 2 mL. Procurar desmanchar o pellet o maximo possivel utilizando o vértex.

7 Adicionar 50 yL de SDS 10%. Agitar e utilizar o vortex. Incubar durante 15 minutos a
55°C em banho-maria liquido, controlando o tempo.

8 Adicionar 300 pL de NaCl 6M no tubo e agitar por inverséo.

9 Centrifugar em uma microcentrifuga a 12000 RPM, durante 5 minutos. Durante este
tempo j& ir preparando os tubos eppendorfs com 1 ml de alcool 70% gelado, e
identificados.

10 Coletar o sobrenadante do eppendorf e transferir para o tubo Falcon.Adicionar 2 ml de
alcool 100% gelado. Inverter o tubo suavemente até o DNA aparecer. *

11 Com o auxilio de uma P100 (menor), pescar o DNA e transferir para um eppendorf.
Cuidar para pegar “todo” o DNA presente. Este eppendorf j& deve conter 1 ml de alcool
70% gelado. Centrifugar na microcentrifuga por 5 minutos a 12000 RPM.

12 Com uma pipeta, colocar fora o sobrenadante (que € o alcool). O DNA estara no fundo do
tubo.

13 Aguarde aproximadamente 20 a 30 minutos para o alcool evaporar.

14 Adicionar 400 pL de TE (para um DNA grande) ou 250 pl para DNA pequeno. Inverter

suavemente. Deixar em temperatura ambiente por 1 dia e apds congelar ou levar a
geladeira e deixar por trés a quatro dias. Apés armazenar no freezer.

* Observagdo: Caso ndo seja detectado DNA, coletar a maxima quantidade desta solucéo e
transferir para um eppendorf de 2 mL, conforme passo n°11.




