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RESUMO

A obesidade é uma doenca complexa, suas formas comuns s3o poligénicas e
multifatoriais, sendo fator de risco para varias doencgas graves, como cardiovasculares,
diabetes. A grelina é um peptideo estimulador de apetite e que atua na liberacdo do
GH. Estudos em modelos animais indicam que a grelina desempenha importante papel
na sinalizacdo dos centros hipotaldmicos que regulam a ingestado alimentar e o balanco
energético. O gene da grelina humana (GHRL) esta localizado no cromossomo 3 (3p25-
p26) e contém cinco exons. Nesse estudo foram analisadas duas variantes do gene da
grelina localizadas no exon 2 (R51Q - rs34911341 e L72M - rs696217). Com o objetivo
de verificar a associacdo entre os polimorfismos L72M e R51Q do gene GHRL e a
obesidade em adolescentes, o presente estudo analisou as variantes L72M e R51Q do
gene GHRL em adolescentes obesos submetidos a programa de 12 semanas de
exercicios fisicos e em adolescentes controles nao obesos. Os adolescentes obesos
foram submetidos a programa multidisciplinar de atividade fisica e orientacao
nutricional. Varidveis antropométricas e bioquimicas também foram avaliadas. Os dois
SNPs estudados estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg (SNP L72M/controles: y2 =
1,52; p= 0,45. Obesos: x2= 0,09; p= 0,95. SNP R51Q/ controles: y2= 0,97; p= 0,04.
Obesos: y2= 0,99; p= 0,07). Nos 178 individuos estudados no presente estudo para o
SNP L72M foram encontradas diferencas significativas entre as freqliéncias
genotipicas, quando se compararam obesos e controles utilizando o (Teste Exato de
Fisher, p=0,0127). Nos 132 doadores de sangue analisados no presente estudo para o
SNP R51Q nado houve diferencas significativas entre as frequUéncias genotipicas e
alélicas, quando se compararam obesos e controles (Teste Exato de Fisher, p= 1,0).
Conclui-se que pode existir uma relacdo entre o SNP L72M e a obesidade em
adolescentes, além de efeito protetor do alelo 72M contra a obesidade.

Palavras - Chave: Obesidade, Grelina, Adolescentes



ABSTRACT

Obesity is a complex disease, its forms are common polygenic and multifactorial, with
a risk factor for several serious diseases such as cardiovascular, diabetes. Ghrelin is an
appetite-stimulating peptide, with acts on GH release. Studies in animal models
suggest that ghrelin plays an important role in the signaling of the hypothalamic
centers that regulate food intake and energy balance. The human ghrelin gene (GHRL)
is located on chromosome 3 (3p25-p26) and contains five exons. In this study
we analyzed two variants of the ghrelin gene located in exon 2 (R51Q-
rs34911341 and L72M - rs696217). In order to verify the association between
R51Q and L72M polymorphisms of the gene and obesity in adolescents GHRL , this
study analyzed the variants R51Q and L72M GHRL gene in obese adolescents
undergoing 12 weeks program of physical exercise and non-obese controls. The obese
adolescents underwent a multidisciplinary program of physical activity and nutritional
counseling. Anthropometric and biochemical variables were also evaluated. The SNPs
studied were in Hardy-Weinberg (SNP L72M/controls: y 2= 1,52 ; p=0,45. Obese: y 2=
0,09 ; p= 0,95. SNP R51Q/controls: y 2= 0,97 ; p= 0,04. Obese: x 2= 0,99 ; p= 0,07). At
thel78 individuals analyzed in this study for the Leu72Met ghrelin variant were found
significant differences between obese and controls (Fisher Test, p= 0,0127). In 132
individuals analyzed in this study for the Arg51GIn ghrelin gene variant no significant
differences were found (Fisher Test, p=1,0). These results suggest that only the
Leu72Met polymorphisms of the human ghrelin gene contribute to the genetic
susceptibility to obesity, and may suggest a protective effect of 72M allele against
obesity.

Key-words: Obesity, Ghrelin, Adolescents
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1 INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca complexa, suas formas comuns sdo poligénicas
e multifatoriais. Os genes de predisposicao a esta doenga interagem entre si e com o
ambiente de diferentes formas, com isso, a pressdo ambiental pode exceder a
capacidade de adaptagdo homeostdtica em pessoas geneticamente predispostas,
levando a desequilibrio energético e favorecendo a estocagem de gordura (FROGUEL
et al., 2000).

A grelina é um peptideo estimulador de apetite e que atua na liberagao do
GH (KORBONITS et al., 2004).

A grelina foi identificada em 1999 (KOJIMA et al., 1999) e foi o primeiro
exemplo de peptideo modificado por acido graxo, modificacdo essencial para sua
atividade. O gene da grelina humana (GHRL) esta localizado no cromossomo 3 (3p25-
p26).

Foram relatadas evidéncias de que o controle para a liberagdo do GH ndo é
s6 exercido pelo GHRH (Growth Hormone Release Hormone; hormoénio de liberacdo do
hormonio do crescimento), mas também pela grelina, e, além disso, a grelina também
funciona como sinal para a necessidade da ingestdo, agindo de forma antagonista a
leptina, peptideo com fungdes determinantes de saciedade.

Estudos em modelos animais indicam que a grelina desempenha
importante papel na sinalizacdo dos centros hipotaldamicos que regulam a ingestdo
alimentar e o balango energético. Recentes estudos com roedores sugerem que a
grelina, administrada perifericamente ou centralmente, independentemente do GH,
diminui a oxidacdo das gorduras e aumenta a ingestao alimentar e a adiposidade.

Assim, esse hormonio parece estar envolvido no estimulo para iniciar
refeicdo. Sabe-se ainda que os niveis de grelina sdo influenciados por mudancas
agudas e cronicas no estado nutricional, encontrando-se elevados em estado de
anorexia nervosa e reduzidos na obesidade (ROMERO e ZANESCO, 2006). A grelina
provavelmente é hormonio essencial para a manutenc¢do do GH e para a homeostase

energética.



UKKOLA et al. (2001) encontraram associacdo entre o alelo 72M do gene
da grelina e obesidade precoce. HINNEY et al. (2002) analisaram a regido codificadora
do gene da grelina em criancas e adolescentes e encontraram os alelos R51Q e L72M,
anteriormente analisados por UKKOLA et al. (2001) e KORBONITS et al. (2002), com
freqliéncias semelhantes em obesos e controles de peso normal. Identificaram ainda
outras duas variantes do gene da grelina que também nado apresentaram associagao
com a obesidade. O estudo de DANTAS (2008) ndo corroborou a hipétese inicial de que
as variagdes R51Q e L72M pudessem estar associadas com o IMC, entretanto
encontrou associagao positiva entre o alelo 72M e atividade da BChE.

Como os resultados anteriores sao inconclusivos, o presente estudo buscou
investigar a associa¢do entre as variantes L72M e R51Q do gene GHRL e obesidade
precoce, além de comparar grupos com diferentes respostas ao programa de

exercicios, especialmente a taxa metabdlica basal.



2 JUSTIFICATIVA

A etiologia da obesidade ndo é de facil identificacdo, uma vez que ela é
caracterizada como doenca multifatorial, incluindo fatores genéticos, psicoldgicos,
metabdlicos e ambientais. Um novo hormonio, a grelina, relacionado ao metabolismo
foi descoberto recentemente. A grelina, peptideo produzido nas células do estémago,
esta diretamente envolvida na regulagao do balango energético a curto prazo.

O projeto ocorre em conjunto com o Programa de Pds-Graduagao em
Educacdo Fisica, no Nucleo de Pesquisa em Qualidade de Vida da Universidade Federal
do Parand em parceria com a professora Neiva Leite. Esta relacdo permite troca eficaz
de informagdes e acompanhamento direto das coletas, andlises e avaliacdes fisicas
multidisciplinares dos individuos.

O grupo amostral do presente estudo permitiu verificar associacdo entre as
variantes genéticas analisadas e obesidade precoce, além de comparar grupos com
diferentes respostas ao programa de exercicios, especialmente a taxa metabdlica
basal.

Os recentes achados, envolvendo a descoberta da grelina abrem novos
campos de estudo para o controle da obesidade, principalmente nas areas de nutricdo
e metabolismo.

Portanto, o aprofundamento dos conhecimentos sobre esse peptideo
torna-se de grande relevancia na manutencao e preservacao da qualidade de vida da
populacdo, e poderd proporcionar novas abordagens terapéuticas no tratamento da

obesidade.



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho foi verificar a associagdo entre os

polimorfismos L72M e R51Q do gene GHRL e a obesidade em adolescentes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

3.

Analisar as variantes L72M e R51Q do gene GHRL em adolescentes
obesos submetidos a programa de 12 semanas de exercicios fisicos

e em adolescentes ndo obesos controle.
Comparar os dados obtidos com dados de adultos obesos e da
populagdo em geral.

Verificar associacdo genética com a perda de peso e a taxa
metabdlica basal nos adolescentes submetidos a programa de 12

semanas de exercicios fisicos.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 OBESIDADE

A obesidade é caracterizada por um depdsito excessivo de gordura no
organismo. Esse depdsito funciona como um estoque para o organismo, de modo que,
os nutrientes ndo utilizados para produg¢dao imediata de energia passam a ser
armazenados em forma de gordura para disponibilizacdo posterior. Como o
comprometimento ao nivel metabdlico é bastante abrangente, obesidade e sobrepeso
representam uma fonte cronica e debilitante de doenca, com graves dimensdes sociais
e psicoldgicas, podendo afetar qualquer faixa etaria e classe social.

A obesidade leva a predisposicdo e a exacerbacdo de doencas como cancer
de mama, de cdélon, de rim e de vesicula, hipertensao, doenca arterial coronariana e
diabetes mellitus do tipo Il. E uma doenca que atinge proporcdes globais, com mais de
um bilhdo de adultos com sobrepeso, sendo pelo menos 300 milhdes clinicamente
obesos. As proporcbes de obesos variam de abaixo de 5% na China, Japdo e algumas
nacdes Africanas, até acima de 75% em Samoa. Até mesmo em paises de baixa
prevaléncia como a China, em algumas cidades a proporgcao de obesos é quase 20%
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

A epidemiologia genética da obesidade avalia a contribuicdo relativa dos
fatores genéticos e ambientais e suas interacdes, na variabilidade interindividual do
peso corporal. Avalia também a influéncia da variacdo dos fatores genéticos e
ambientais com a idade, género e outros fatores. Até hoje ndo existe consenso a
respeito do grau de herdabilidade da obesidade, provavelmente em decorréncia da
natureza complexa dessa doenca.

A estimativa do seu componente genético so pode ser realizada dentro de
cada populagdo em um ambiente especifico, pois os genes de predisposicdo para
obesidade e os alelos de cada individuo interagem de vérios modos e com diferentes
ambientes, de modo que o fendtipo final pode surgir a partir de diferentes

componentes. A maioria dos estudos, entretanto, concorda que os fatores genéticos
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desempenham um papel significativo nas diferengas individuais no peso corporal e na
adiposidade (MAES et al., 1997; WADE et al., 2001).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) projetou que em 2005 o mundo
teria 1,6 bilhdes de pessoas acima de 15 anos de idade com excesso de peso (IMCI > 25
kg/m2) e 400 milhdes de obesos (IMC > 30 kg/m2).

A projecao para 2015 é ainda mais pessimista: 2,3 bilhGes de pessoas com
excesso de peso e 700 milhdes de obesos, o que Indica um aumento de 75% nos casos
de obesidade em 10 anos (disponivel em https://apps.who.int/infobase/). No ranking
da OMS a Argentina é o pais mais obeso na América do Sul, ficando em oitavo lugar
(disponivel em http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs311/en/index.html). Os
Estados Unidos ocupam a quinta posicdo e o Brasil a 772 posicao.

Em 2010 o Ministério da Saude e o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) divulgaram dois grandes levantamentos dos nimeros do excesso de
peso e obesidade no Brasil: o VIGITEL Brasil 2009: Vigildncia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doengas Cronicas por Inquérito Telefénico (disponivel em
http://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/vigitel_2009 preliminar_web 20 8 1
0.pdf) e a Pesquisa de Orcamentos Familiares 2008-2009 (POF) (disponivel em
http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/condicaodevida/pof/2008_ 2009
_encaa/pof_ 20082009 _encaa.pdf)

Uma pesquisa realizada pelo Ministério da Saude (VIGITEL, 2008) a respeito
da Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Cronicas, revela um
aumento da obesidade no Brasil nos ultimos anos.

Na primeira versdo da pesquisa (VITIGEL, 2006), 11,4% dos brasileiros
adultos eram obesos, aumentando para 12,9% em 2007 e para 13% em 2009. Curitiba
(PR) estd no 62 lugar da prevaléncia da obesidade em adultos no ranking das 27
capitais brasileiras.

Segundo dados da ultima Pesquisa do POF, realizada em 2008/09 pelo
Ministério da Saude, o excesso de peso atinge 21,5% dos adolescentes, oscilando entre
16% e 18% no Norte e no Nordeste e entre 20% e 27% no Sudeste, Sul e Centro-Oeste.

Em ambos os sexos, o excesso de peso se mostrou mais freqliente em

areas urbanas, em particular no Norte e Nordeste (Grafico 1).
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Grafico 1 - Evolugdo Temporal para adolescentes de 10 a 19 anos de idade Sexo Masculino por
Grandes Regides

O aumento de peso em adolescentes de 10 a 19 anos foi continuo nos
ultimos 34 anos. No sexo masculino, o indice passou de 3,7% para 21,7%. No sexo
feminino, o indice triplicou de 7,6% para 19,% entre 1974-75 e 2008-09.

A obesidade mostra-se menos intensa, mas ascendente, indo de 0,4% para

5,9% no sexo masculino e de 0,7% para 4,0% no sexo feminino (Grafico 2).
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Grafico 2 — Evolucgdo de indicadores antropométricos na populacdo de 10 a 19 anos de idade,
por sexo — Brasil — periodos 1974-75, 1989 e 2008-2009

Apesar de ocorrer em todas as regides brasileiras, a Regido Sul tem o maior
crescimento na freqiiéncia de excesso de peso, tendo sido encontradas variagdes de
4,7% para 27,2% nos adolescentes e 9,7% para 22,0% nas adolescentes. O maior
rendimento familiar foi diretamente relacionado ao excesso de peso: ocorrendo trés
vezes mais entre os rapazes de maior renda do que nos de menor renda (34,5% contra
11,5%); no sexo feminino, a diferenca foi de 24% para 14,2%.

Uma avaliagdo antropométrica e do estado nutricional da populagao
brasileira é realizada como um dos itens das POFs que sao realizadas pelo IBGE em
parceria com o Ministério da Saude. A obtencdo dos dados é feita por amostragem a
partir de visitas domiciliares e sdo incluidos individuos de todas as idades em todos os
estados brasileiros, moradores das zonas rural e urbana.

Na POF 2008-2009 foram analisados os dados de mais de 188 mil pessoas
em 55.970 domicilios. As medidas antropométricas foram tomadas de cada um dos
moradores encontrados durante o periodo da entrevista, perfazendo cerca de 337.000
medicOes em 188.461 pessoas.

Os resultados obtidos na POF 2008-2009 foram comparados com as
pesquisas de 1974-75 (Estudo Nacional da Despesa Familiar — ENDEF), 1989 (Pesquisa
Nacional sobre Saude e Nutricdo — PNSN) e a POF 2002-2003.



O excesso de peso foi maior na drea urbana do que na rural: 37,5% e 23,9%
para meninos e 33,9% e 24,6% para meninas, respectivamente. A regidao brasileira com
maior freqiiéncia de excesso de peso foi a Sudeste, com 40,3% dos meninos e 38% das

meninas com peso acima do normal.

4.1.1 OBESIDADE E IMC

A andlise de sobrepeso e obesidade pode ser definida a partir do indice de
massa corporal (IMC), que é calculado a partir do peso (Kg) e altura (m) do individuo
(IMC = peso/ (altura)?®) sendo um indicador confidvel de gordura corporal.

O IMC é um método facil e de baixo custo que permite o enquadramento
nas categorias de peso, sendo que nas criancas e adolescentes este valor sofre ajustes
relativos a idade e sexo. De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (WHO -
WORD HEALTH ORGANIZATION), a partir do valor de IMC encontrado, havera uma
classificacdo percentil, indicando a posicdo relativa da classificacdo da crianca ou
adolescente em relagdo a outras criangas e adolescentes de mesmo sexo e idade.

O Centro de Controle de Doencas e Prevencdo (CDC, CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION) propde graficos atualizados de crescimento para criancas
e adolescentes em duas faixas etarias: do nascimento aos 36 meses e dos 2 anos aos
20 anos. Estes graficos indicam o percentil do indice de massa corporal de meninos e
meninas nestas faixas etdrias (KUCZMARSKI et al., 2000). Os graficos 3 e 4 apresentam

respectivamente os percentis de IMC para meninos e meninas de 2 a 20 anos de idade.
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4.2 HORMONIO DO CRESCIMENTO

O hormonio do crescimento (GH) é hormonio multifuncional, secretado
pelo 6rgao somatotréfico da regido anterior da pituitdria. Regula todo o crescimento
celular e corporal, metabolismo de carboidratos, proteinas e lipides, bem como
mantém o balango eletrohidrico (AETSINGER et al., 1996).

Varios grupos tentaram, sem sucesso, isolar o ligante enddgeno para o
GHS-R, usando extratos do cérebro, pituitdria e hipotdlamo, regides nas quais ha
expressao do GHS-R (BENNET et al., 1997 e GUAN et al., 1997). Inesperadamente
conseguiu-se, em 1999, isolar e identificar o ligante natural do GHS-R em tecidos de
estdbmago e nomearam-no de grelina (GHRL) (KOJIMA et al., 1999 e 2001).

BOWERS et al. (1980) mostraram que um tipo de GHS (Growth Hormone
Secretagogue; secretagogo do hormoénio do crescimento) participava da via reguladora
da liberacdo do GH (Growth Hormone; hormoénio do crescimento) juntamente com o ja
conhecido GHRH (Growth Hormone Release Hormone; horménio de liberagdo do
hormonio do crescimento). Desde entdo, varios GHSs sintéticos foram desenvolvidos e
a estrutura do GHS-R (Growth Hormone Secretagogue Receptor; receptor do
secretagogo do hormonio do crescimento) foi desvendada (SMITH et al., 1996). O
ligante endégeno do GHS-R era desconhecido até a descoberta da grelina. Este achado
possibilitou novo campo de estudo relacionado ao GH e a regulacao do apetite.

O GH é controlado por muitos fatores, em particular por dois
neuropeptideos hipotalamicos (GHRH e somatostatina, esse ultimo agindo na inibicao
do GH). Recentemente, uma terceira via de controle do GH foi descoberta em estudos
com secretagogos do GH (GHSs) (DICKSON et al., 1999). GHSs sdo componentes
sintéticos, que sdo potentes estimuladores para a liberacdo do GH, atuando mediante
receptor protéico especifico (GHS-R) (KORBONITS et al., 1999). Por serem
componentes sintéticos, foi postulado que deveria existir ligante natural para o
receptor do secretagogo do GH, que tivesse estrutura similar aos GHSs no sitio de

ligacdo ao receptor (SMITH et al., 1996).
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4.2.1 ATIVIDADE DE LIBERACAO DO GH

A grelina é um horménio com varias propriedades. Age no GHS-R
aumentando a concentragio interna de Ca®* para estimular a liberacdo de GH.
Comparado ao efeito estimulador do GHRH (outro hormoénio relacionado a liberagao
do GH), que age no seu proéprio receptor, o efeito causado pela grelina na liberagdo de
GH é duas a trés vezes maior (ARVAT et al., 2000).

A grelina estimula a liberacdo de GH tanto in vivo, quanto in vitro,
diretamente proporcional a dose aplicada (ARVAT et al., 2000). A liberacdo de GH
atinge o seu pico em aproximadamente 5 a 15 minutos apds a injecdo intravenosa de
grelina e cai ao nivel basal, uma hora apds a injecdo. Administracdo de grelina
intracerebroventricularmente também aumenta a concentra¢do de GH no plasma de
ratos de maneira diretamente proporcional, com dose minima de 10 pmol (DATE et al.,
2000b).

A grelina estimula a liberacdo de GH a partir da pituitdria primaria (KOJIMA
et al., 1999). Entretanto, o préprio hipotdlamo parece estar envolvido na estimulagao
da liberacdo do GH mediada pela grelina. Pacientes com lesdes no hipotalamo
mostraram uma liberagao insuficiente do GH mesmo quando estimulados pela grelina
(POPOVIC et al., 2003). Altas doses de grelina em humanos aumentam os niveis de

ACTH, prolactina e cortisol (ARVAT et al., 2001).

4.3 GRELINA

O nome grelina é baseado em “ghre”, do grego e “grow”, em inglés, que
significa crescimento, em alusdo ao fato de atuar na liberacdo do hormoénio do
crescimento (GH). Os niveis mais elevados de grelina sdo encontrados quando o GH
comeca a exercer seus efeitos no crescimento e mudancas importantes na ingestdo de
alimentos ocorrem, sugerindo que este hormoénio possa participar nestes processos

(STYLIANOU et al., 2007).
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4.3.1 GENE DA GRELINA

O gene da grelina humana (GHRL) estd localizado no cromossomo 3 (3p25-
p26) e o gene do receptor para a grelina (GHS-R) também foi localizado nesse
cromossomo (3926-g27) (SMITH et al., 1997).

O gene da grelina humana, assim como o do camundongo, contém cinco
exons (Figural) (TANAKA et al., 2001; KOJIMA e KANGAWA 2005).

O primeiro e mais curto contém apenas 20 pb, e engloba parte da regido 5’
nao traduzida (5" UTR), ndo sendo considerado por outros autores que consideram o

gene da grelina como tendo 4 exons (UKKOLA et al., 2001).

. 1.0 kh

| chiomosome 3p2m26

Exon 1I }'I |:.[!-I E

I Signal poplide |] Ghvelin

Human ghrelin
fena

T

Figura 1: Desenho esquematico do gene GHRL, mostrando os cinco exons (retangulos) e os
introns (linhas) que o comp&em.

FONTE: Adaptado de Kojima e Kangawa, 2005

A grelina é um peptideo de 28 aminoacidos (Figura 2), codificado pelos
exons 2 e 3 (KOJIMA e KANGAWA, 2005).

A terceira serina (ser3) esta n-octanoilada, o que é condicdo essencial para
a atividade da grelina. A grelina é o primeiro caso conhecido de um peptideo

modificado por acido graxo (KOJIMA et al., 1999).
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Figura 2 - Peptideo da grelina humana madura com 28 aminodcidos, mostrando a serina 3
noctanoilada

FONTE: KOJIMA, M.; KANGAWA, K. Ghrelin: structure and function. Phisio. Rev., v. 85, p. 495-
522, 2005.

A seqliéncia de aminoacidos em mamiferos para o precursor da grelina é
bastante conservada. Nesses precursores a seqliéncia ativa da grelina com 28
aminodcidos vem logo apds o peptideo sinal. O sitio de clivagem para o peptideo sinal
€ 0 mesmo em todas as grelinas de mamiferos (KOJIMA e KANGAWA, 2005).

O precursor da grelina humana, codificado pelos 5 exons do gene GHRL
(sendo o exon 1 codificador da regido 5’ UTR), é constituido por 518 pb codificados em
seqliéncia de 117 aminodacidos, distribuidos em 23 aminoacidos do peptideo sinal e 94
aminodcidos da pré-grelina, os quais compreendem os 28 aminodcidos da grelina
madura e mais 66 aminodcidos, que incluem os 23 da obestatina, hormonio com
caracteristicas antagbnicas a grelina, que suprime o apetite e a atividade estomacal.
(KOJIMA et al., 1999; ZHANG et al., 2005)

Em humanos, varios polimorfismos foram identificados no gene GHRL:
varias mutacgdes intronicas foram encontradas (rs35683, rs35682, rs2075356, rs 35681,
rs11923313, rs697228, rs11923293, rs9866514, rs42451, rs35680, rs35679, rs26802) e
trés variaces localizadas nos exons 2 (R51Q - rs34911341 e L72M — rs 696217) e 4
(QAO0L - rs4684677). O SNP (Single- Nucleotide Polymorphism) L72M refere-se a troca
na posicdo 72, do aminoacido Leucina por Metionina (Leu72Met) e o SNP R51Q,

refere-se a troca na posicdo 51, do aminoacido Arginina por Glutamina (Arg51Gln).
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4.3.2 DERIVADOS DA GRELINA

O gene da grelina pode gerar vdarias moléculas bioativas: a grelina acilada, a
desacilada e a obestatina (SOARES & MOREIRA, 2008).

As duas principais formas da grelina encontradas no estbmago e no plasma
sdao a grelina desacilada, que é a forma na qual é secretada, e a grelina acilada
(HOSODA et al., 2000). A obestatina, hormoénio também isolado do estémago do rato,
também é codificado pelo gene da grelina, e opde-se aos efeitos da grelina no que diz
respeito a ingestdo alimentar. O tratamento de ratos com obestatina suprime a
ingestdo de alimentos, e diminui o ganho de peso (ZHANG et al., 2005). A obestatina é
hormoOnio com caracteristicas antagbnicas a grelina, que suprime o apetite e a
atividade estomacal (KOJIMA et al., 1999; ZHANG et al., 2005).

No plasma, a forma desacilada da grelina é encontrada
predominantemente (80% a 90%) e se liga as lipoproteinas de alta densidade (HDLs),
que contém algumas esterases (BEAUMONT et al., 2003). Portanto, a forma desacilada
da grelina seria produto de modificacdo da forma acilada. A forma desacilada da
grelina ndo substitui a grelina acilada nas regides de ligacdo no hipotalamo e pituitaria
e também ndo mostra atividade enddcrina nem em ratos nem em humanos (KOJIMA e
KANGAWA, 2005). A questdo que surge entdo é em que regido atuaria essa forma
desacilada da grelina. BALDANZI et al. (2002) sugeriram a existéncia de outro receptor
para a grelina no sistema cardiovascular, pois mostraram que tanto a grelina acilada
guanto a des-acilada reconhecem regiao de ligacdo em cardiomidcitos que nao possui
o receptor para a grelina (GHS-R).

Além disso, foi destacado que a forma desacilada compartilha, com a
forma acilada, algumas a¢Ges ndo enddcrinas como o controle de proliferacdo celular e
adipogénese (CASSONI et al., 2004). CAMILLERI et al. (2009) sugerem que a grelina
desacilada apresenta acOes bioldgicas sutis e as vezes contraditdrias no controle da
homeostase energética, e motilidade gastrointestinal. Esses efeitos normalmente se
opdem ou modificam a acdo da grelina.

A grelina acilada age no GHS-R1a para estimular a liberacdo de GH. Possui

uma modificacdo n-octandica na serina que estd na posicdo trés, caracterizando a
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descoberta do primeiro caso conhecido de um hormdnio peptidio modificado por um
acido graxo (KOJIMA et al., 1999; KOJIMA et al., 2001). O grupamento acil que se liga a
grelina sintetizada corresponde aos acidos graxos que foram ingeridos, indicando que
0s mesmos sdao usados diretamente para a acilagdo da grelina (KOJIMA & KANGAWA,
2005). Essa modificacdo é indispensavel para aumentar a ingestdo de alimentos e a
adipogénese em humanos e em ratos (KOJIMA & KANGAWA, 2005; CHEN et al. 2009b).
Ha evidéncias de que a ingestdo de triglicerideos de cadeia média pode aumentar a
producdo da grelina acilada sem alterar o nivel da grelina total (acilada e desacilada).

A producdo de derivados da grelina por via sintética mostra que os grupos
hidrofdbicos ligados ao terceiro aminodcido sdo essenciais para atividade maxima da
grelina (BEDNAREK et al., 2000; MATSUMOTO et al., 2001). A atividade mdaxima da
grelina foi observada quando a grelina estava n-octanoilada.

Um peptideo pequeno, contendo apenas os primeiros quatro aminoacidos
da grelina, ainda consegue ativar o GHS-R. Entretanto, apenas os trés primeiros sao
incapazes de ativar o receptor, o que indica que os quatro primeiros peptideos
constituem o minimo essencial para essa acdo (BEDNAREK et al., 2000; MATSUMOTO
etal., 2001).

4.3.3 REGULAGAO DA SECREGCAO E CONCENTRACAO DA GRELINA

A grelina é produzida no estdmago, principalmente nas células do fundo
(corpo) (DATE et al., 2000a), nas células X/A-like, um tipo de células enddcrinas
encontradas na mucosa do estébmago (DATE et al., 2000b), podendo também ser
encontradas no duodeno, jejuno, ileo, pancreas, célon e em outros tecidos (DATE et
al., 2000a; GNANAPAVAN et al., 2002; YOSHIMOTO et al., 2002; KOJIMA & KANGAWA,
2008; KOJIMA & KANGAWA, 2010).

Age no nucleo arqueado do hipotalamo (ARC) (em inglés, acuate ntcleos),
importante regido no controle do apetite (HOWARD et al., 1996; GUAN et al., 1997;
NAKAZATO et al., 2001). Também foi encontrada na glandula hipdfise, local que pode

agir na liberacdo do GH por uma via autdcrina ou pardcrina. Esse padrdo de localizacdo
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sugere desempenhar papel no controle da ingestdo alimentar com acao independente
de seu efeito na libera¢dao de GH (KOJIMA & KANGAWA, 2005; CHEN et al., 2009a).

No ARC, a grelina induz uma pré-sinapse nos neurbnios que expressam o
neuropeptideo Y (NPY) para libera-los, estimulando a ingestdo alimentar (KOJIMA &
KANGAWA, 2005).

O controle da secre¢cdao da grelina acilada pré prandial (periodo que
antecede a alimentac¢do) ndo esta completamente esclarecido, mas a acdo simpatica
pode estar envolvida (DE LA COUR et al., 2007; KOJIMA & KANGAWA, 2010). Sua
supressao pds-prandial ndo é mediada apenas por nutrientes no estdbmago ou
duodeno, pois ocorre também quando os mesmos sdo administrados por infusdo
jejunal, gastrica ou duodenal (OVERDUIN et al., 2005). O nivel de glicose no sangue
também pode ser fator critico, pois quando a glicose é administrada oral ou
intravenosamente, a concentragdo de grelina no plasma diminui (SHIIYA et al., 2002).

SANCHEZ et al. (2004) relatam que carboidratos apresentam maior efeito
supressor em relacdo aos lipideos. A glicose e os aminoacidos suprimem mais
efetivamente do que lipideos e frutose (TEFF et al., 2004; OVERDUIN et al., 2005).
Além disso, a intensidade e a duracdo da supressao dos niveis de grelina pés-prandial
estdo relacionadas de forma dose-dependente com a quantidade de calorias das
refeicdes (CALLAHAN et al., 2004).

Outro estudo mostra supressao bifasica da grelina, caracterizada pela
diminuigao inicial de grelina total e acilada e um efeito rebote muito aumentado sobre
os valores pré-prandiais iniciais, apds a ingestao de carboidratos isolados, sugerindo
gue as dietas hiperprotéicas e pobres em carboidratos contribuem para a perda de
peso, e as ricas em gordura, para aumentar o ganho de peso (FOSTER-SCHUBERT et al.,
2008). A supressdo da grelina acilada pds-prandial estd demonstrada em animais e
humanos adultos, mas ndo em criangas (BELLONE et al., 2004).

A grelina desacilada eleva-se pelo jejum induzido em ratos e humanos e é
suprimida pela alimentacdo (SEOANE et al., 2007; LIU et al., 2008; MONDAL et dl.,
2008; KIRCHNER et al., 2009). Estudo recente mostrou que é regulada em resposta a
privacdo de alimento em ratos, apoiando a idéia de que a grelina desacilada
desempenha papel fisiolégico ainda indefinido no comportamento alimentar

(KIRCHNER et al., 2009).
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A concentragao normal da grelina no plasma sangiiineo em humanos é de
34-69 pg/ml (10 — 20 fmol/ml) para a grelina n-octanoilada (acilada) e 340-519 pg/ml
(100 — 150 fmol/ml) para a grelina total (acilada e des-acilada) (KOJIMA & KANGAWA,
2005). A concentracao de grelina plasmatica é sensivel ao nimero e ao horario de
refeicdes (ERDMANN et al., 2003; GREENMAN et al., 2004). A concentragdo da grelina
no plasma aumenta em condigdes de jejum e reduz apds alimentac¢ado, determinando o
papel da grelina como gatilho para o inicio da refeicdo (CUMMINGS et al., 2001). A
distensdo gastrica pela dgua ndo altera a concentracdo de grelina, e a distensdo
mecanica isolada ndo induz sua secregao (KOJIMA & KANGAWA, 2005). No entanto, a
concentracdo de grelina é sensivel ao tipo de refeicdo: diminui com refeicdo
hiperlipidica e aumenta com hiperproteica (KOJIMA & KANGAWA, 2008).

A concentragdo de grelina no plasma é mais baixa em obesos do que em
controles com IMC normal, pareados por idade, o que sugere processo de regulagao

(HANSEN et al., 2002).

4.3.4 DESACILAGCAO DA GRELINA PELA BUTIRILCOLINESTERASE

No soro, a grelina esta, em sua maioria, desoctanoilada. No soro humano, a
desoctanoilizacdo da grelina é parcialmente inibida por salicinato de eserina e por
fluoreto de soédio, dois inibidores da butirilcolinesterase. A butirilcolinesterase
purificada é capaz de degradar a grelina, e ha relacdo positiva entre a
butirilcolinesterase e a desoctanoilizagdo da grelina no soro humano (DE VRIESE et al.,
2004).

Comparado com o soro humano, o soro de ratos tem bem menos
butirilcolinesterase, mas maior atividade de hidrdlise em relagdo a grelina, indicando
gue ha outra esterase para essa reacao no soro de ratos.

Pelo fato da butirilcolinesterase representar proporcao significante das
atividades de esterases no soro humano, seu papel no processo de desoctanoilizacdo
da grelina é provavel, mas ela ndo parece ser a Unica enzima que participa desse

processo (DE VRIESE et al., 2004).
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A grelina acilada, a desacilada, a obestatina e o GHS-R1a podem ser parte
de sistema com varios elementos efetores que constitui o centro do eixo integrado
cérebro-intestino, modulando o apetite, a digestdo, a motilidade, a adiposidade e a

distribuicao de nutrientes (CHEN et al., 2009b)

4.3.5 DISTRIBUIGAO DA GRELINA NO ORGANISMO

4.3.5.1 ESTOMAGO E ORGAOS GASTROINTESTINAIS

Em vertebrados a grelina é produzida principalmente no estomago. As
células produtoras de grelina do estbmago sdao mais abundantes no fundus (corpo) do
que no piloro. Estudos por hibridizacao in situ e por analises histoquimicas indicam que
as células produtoras de grelina (X/A) sdo um tipo distinto de célula enddcrina
encontrada na mucosa do estémago (DATE et al., 2000a).

Células imunorreativas para a grelina também s3o encontradas no
duodeno, jejuno, ileo, e cdlon (DATE et al., 2000a). O pancreas também ¢é érgao
produtor de grelina, porém hd controvérsias quanto as células que a produzem nesse

orgdo (DATE et al., 2002).

4.3.5.2 CEREBRO E PITUITARIA

A grelina ja foi encontrada no nucleo arqueado do hipotalamo, importante
regido controladora do apetite (LU et al., 2002) e estudos recentes também indicaram
a presenca da grelina em neurbnios hipotalamicos de tipo ndo caracterizado

previamente (COWLEY et al., 2003).

4.3.5.3 OUTROS TECIDOS
O mRNA refrente a grelina é expresso no rim, especialmente no glomérulo

(GNANAPAVAN et al., 2002), sendo que, estratos de peptideos de rim de ratos contém

tanto as formas acilada quanto desacilada da grelina em quantidades significativas.
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Células imunorreativas para a grelina foram encontradas em citotrofoblastos da
placenta no primeiro trimestre da gravidez e ndao foram detectadas no segundo
trimestre (GUALILLO et al., 2001). A grelina foi encontrada em células do
sinciciotrofoblasto da placenta humana e em células trofoblasticas labirinticas da

placenta do rato.

4.3.5.4 FUNGOES FISIOLOGICAS DA GRELINA

A grelina, que se liga ao GHS-R, causa aumento na ingestao alimentar e
diminuicdo no gasto energético. A obestatina, que se liga ao receptor GPR39 faz o
inverso, ela aumenta o gasto energético e diminui a ingestdao alimentar. Esses dois
hormonios trabalham no sentido de manter equilibrio energético (NOGUEIRAS et al.,
2005).

Além de sua influéncia sobre o apetite, a grelina acilada interfere no peso
corporal e na adiposidade (CHEN et al., 2009b). Estudo recente revelou que a grelina
acilada pode limitar a utilizacdo de tecido adiposo branco durante a privacao caldrica
(DAVIES et al., 2009).

Dentre as acOes periféricas da grelina, destacam-se a estimulacdo da
secrecao dacida, a motilidade gastrica e os disturbios da motilidade gastrica (ASAKAWA
et al., 2001; BALDELLI et al., 2001; ASAKAWA et al., 2005; CAMILLERI et al., 2009).

MIETLICKI et al. (2009), em experimentos com ratos, sugerem que as acoes
de grelina acilada ndo se limitam ao estimulo da ingestdo alimentar, mas também
podem incluir altera¢des que inibem o consumo de agua, o que |he confere papel

preponderante no comportamento alimentar (CHEN et al., 2009b).

4.4 GRELINA E OBESIDADE
KORBONITS et al. (2002) analisaram o gene da grelina (GHRL; 3p26-p25)

em criangas altas e obesas e identificaram dez SNPs, sendo que um deles (L72M)

estava significativamente associado a um IMC maior.
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TSCHOP et al. (2000) analisaram o efeito da administrac3o periférica diaria
de grelina em ratos e camundongos e constataram aumento significativo de peso pela
reducdo da utilizacdo de gorduras. No mesmo trabalho os autores verificaram que
injecdes intracerebroventriculares de grelina provocam hiperfagia e aumento de peso
e que os niveis séricos de grelina aumentam durante o jejum, retornando aos niveis
normais apos a alimentagao.

TSCHOP et al. (2000) sugerem que a grelina, além da regula¢do da secrecdo
de GH, sinaliza para o hipotalamo a necessidade de aumento na eficiéncia metabdlica.

UKKOLA et al. (2001) encontraram associa¢dao entre o alelo R51Q do gene
da grelina e obesidade em mulheres.

HINNEY et al. (2002) analisaram a regido codificadora do gene da grelina
em criangas e adolescentes e encontraram os alelos R51Q e L72M, anteriormente
descritos por UKKOLA et al. (2001) e KORBONITS et al. (2002), com freqiéncias
semelhantes em obesos e controles de peso normal. Identificaram ainda outros dois
variantes do gene da grelina que também ndo apresentaram associacdo com a

obesidade.

4.4.1 REGULAGCAO DO APETITE

A grelina funciona de modo a transmitir sinais de fome para o cérebro.

Andlises imunohistoquimicas indicaram que os neurOnios que contém
grelina sdo encontrados no nucleo arqueado (ARC) do hipotdlamo, uma regido
envolvida na regulacdo do apetite (LU et al., 2002).

No ARC, estes neurdnios que contém grelina possuem fibras eferentes para
neurdnios que expressam os peptideos NPY e AGRP, estimulando a liberacdo destes
peptideos orexigénicos, e neurénios produtores de proopiomelanocortin (polipeptideo
precursor do ACTH- Hormonio Adrenocorticotréfico) que suprimem a liberacdo de
peptideos anorexigénicos (COWLEY et al., 2003) .

A grelina é produzida primariamente nos 6rgaos gastrointestinais em
resposta a fome, e circula pelo sangue servindo como sinal periférico que avisa ao

sistema nervoso central para estimular a ingestdao alimentar. Os niveis de grelina no
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plasma aumentam imediatamente antes de cada refeigdo e caem a niveis minimos
uma hora apds a ingestao (CUMMINGS et al., 2001).

O aumento inicial dos niveis de grelina foi observado em humanos que
iniciaram as refeicdes em qualquer hordrio e sem disposi¢cdo para comer (CUMMINGS
et al., 2004). De fato os niveis de grelina e de fome se mostraram positivamente
relacionados. Além disso, a diminuicdo tardia do nivel de grelina no plasma é
proporcional a quantidade de calorias ingeridas (CALLAHAN et al., 2004).

A expressdo do gene da grelina no estbmago aumenta com o jejum e
diminui com a administragao de leptina e interleucina (IL)-1B (KIM et al., 2003).

A grelina produz balanco energético positivo devido a promocao da
ingestdo alimentar e a diminui¢do do gasto de energia, bem como pelo bloqueio da

anorexia induzida pela IL-1B.
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5 RESULTADOS - ARTIGO

ESTUDO DE ASSOCIAGAO DE VARIANTES DO GENE GHRL (GRELINA)
COM OBESIDADE NA ADOLESCENCIA

5.1 RESUMO

A obesidade é uma doenga complexa, suas formas comuns sdo poligénicas e
multifatoriais, sendo fator de risco para varias doengas graves, como cardiovasculares,
diabetes. A grelina é um peptideo estimulador de apetite e que atua na liberagdo do
GH. Estudos em modelos animais indicam que a grelina desempenha importante papel
na sinalizacdo dos centros hipotaldmicos que regulam a ingestdo alimentar e o balanco
energético. O gene da grelina humana (GHRL) esta localizado no cromossomo 3 (3p25-
p26) e contém cinco exons. Nesse estudo foram analisadas duas variantes do gene da
grelina localizadas no exon 2 (R51Q - rs34911341 e L72M - rs696217). Com o objetivo
de verificar a associacdo entre os polimorfismos L72M e R51Q do gene GHRL e a
obesidade em adolescentes, o presente estudo analisou as variantes L72M e R51Q do
gene GHRL em adolescentes obesos submetidos a programa de 12 semanas de
exercicios fisicos e em adolescentes controles ndo obesos. Os adolescentes obesos
foram submetidos a programa multidisciplinar de atividade fisica e orientacao
nutricional. Varidveis antropométricas e bioquimicas também foram avaliadas. Os dois
SNPs estudados estdo em Equilibrio de Hardy-Weinberg (SNP L72M/controles: 2 =
1,52; p= 0,45. Obesos: x2= 0,09; p= 0,95. SNP R51Q/ controles: y2= 0,97; p= 0,04.
Obesos: % 2= 0,99; p= 0,07). Nos 178 individuos estudados no presente estudo para o
SNP L72M foram encontradas diferencas significativas entre as freqliéncias
genotipicas, quando se compararam obesos e controles utilizando o (Teste Exato de
Fisher, p=0,0127). Nos 132 doadores de sangue analisados no presente estudo para o
SNP R51Q nado houve diferencas significativas entre as frequUéncias genotipicas e
alélicas, quando se compararam obesos e controles (Teste Exato de Fisher, p= 1,0).
Conclui-se que pode existir uma relacdo entre o SNP L72M e a obesidade em
adolescentes, além de efeito protetor do alelo 72M contra a obesidade.

Palavras - Chave: Obesidade, Grelina, Adolescentes
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5.2 ABSTRACT

Obesity is a complex disease, its forms are common polygenic and multifactorial, with
a risk factor for several serious diseases such as cardiovascular, diabetes. Ghrelin is an
appetite-stimulating peptide, with acts on GH release. Studies in animal models
suggest that ghrelin plays an important role in the signaling of the hypothalamic
centers that regulate food intake and energy balance. The human ghrelin gene (GHRL)
is located on chromosome 3 (3p25-p26) and contains five exons. In this study
we analyzed two variants of the ghrelin gene located in exon 2 (R51Q-
rs34911341 and L72M - rs696217). In order to verify the association between
R51Q and L72M polymorphisms of the gene and obesity in adolescents GHRL , this
study analyzed the variants R51Q and L72M GHRL gene in obese adolescents
undergoing 12 weeks program of physical exercise and non-obese controls. The obese
adolescents underwent a multidisciplinary program of physical activity and nutritional
counseling. Anthropometric and biochemical variables were also evaluated. The SNPs
studied were in Hardy-Weinberg (SNP L72M/controls: ¢ 2= 1,52 ; p=0,45. Obese: y 2=
0,09 ; p= 0,95. SNP R51Q/controls: % 2= 0,97 ; p= 0,04. Obese: y 2= 0,99 ; p= 0,07). At
thel78 individuals analyzed in this study for the Leu72Met ghrelin variant were found
significant differences between obese and controls (Fisher Test, p= 0,0127). In 132
individuals analyzed in this study for the Arg51GIn ghrelin gene variant no significant
differences were found (Fisher Test, p=1,0). These results suggest that only the
Leu72Met polymorphisms of the human ghrelin gene contribute to the genetic
susceptibility to obesity, and may suggest a protective effect of 72M allele against
obesity.

Key-words: Obesity, Ghrelin, Adolescents
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5.3 INTRODUCAO

A obesidade é caracterizada por depdsito excessivo de gordura no
organismo. Esse depdsito funciona como estoque para o organismo, de modo que, os
nutrientes nao utilizados para producdao imediata de energia passam a ser
armazenados em forma de gordura para disponibilizagcdo posterior. A obesidade leva a
predisposicdo e a exacerbag¢dao de doengas como cancer de mama, de cdélon, de rim e
de vesicula, hipertensdo, doencga arterial coronariana e diabetes mellitus do tipo Il
Atinge proporgdes globais, com mais de um bilhdao de adultos com sobrepeso, sendo
pelo menos 300 milhdes clinicamente obesos. No Brasil a obesidade hoje atinge 38
milhdes de adultos com mais de 20 anos e deste total 10 milhdes sdo considerados
obesos (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003).

A estimativa do seu componente genético sé pode ser realizada dentro de
cada populacdio em ambiente especifico, pois os genes de predisposicio para
obesidade e os alelos de cada individuo interagem de varios modos e com diferentes
ambientes, de modo que o fendtipo final pode surgir a partir de diferentes
componentes. A maioria dos estudos, entretanto, concorda que os fatores genéticos
desempenham papel significativo nas diferencas individuais no peso corporal e na
adiposidade (MAES et al., 1997; WADE et al., 2001).

O nome grelina é baseado em “ghre” uma palavra de origem proto-indo
européia que significa crescimento, em alusdao ao fato de estimular o GH. Os niveis
mais elevados de grelina sdo encontrados quando a hormonio de crescimento comeca
a exercer seus efeitos no crescimento e mudangas importantes na ingestao de
alimentos ocorrem, sugerindo que este hormoénio possa participar nestes processos
(STYLIANOU et al., 2007).

A concentracdo normal da grelina no plasma sangliineo em humanos é de
10 — 20 fmol/ml para a grelina n-octanoilada e 100 — 150 fmol/ml para a grelina total
(acilada e des-acilada). A concentracdo da grelina no plasma aumenta em condi¢Ges de
jejum e reduz apds alimentacdo, sugerindo assim que a grelina possa ser um sinal

inicial para o aumento do apetite (CUMMINGS et al., 2001).
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A concentragdo de grelina no plasma é mais baixa em obesos do que em
controles com IMC normal, pareados por idade, o que sugere um processo de
regulacdo (HANSEN et al., 2002).

O gene da grelina humana (GHRL) esta localizado no cromossomo 3 (3p25-
p26) (SMITH et al., 1997) e contém cinco exons (TANAKA et al., 2001; KOJIMA e
KANGAWA, 2005). A grelina é um peptideo de 28 aminoacidos codificado pelos exons
2 e 3 (KOJIMA e KANGAWA, 2005).

Em humanos, varios polimorfismos foram identificados no gene GHRL:
varias mutagdes intronicas foram encontradas (rs35683, rs35682, rs2075356, rs 35681,
rs11923313, rs697228, rs11923293, rs9866514, rs42451, rs35680, rs35679, rs26802) e
trés variagdes localizadas nos exons 2 (R51Q - rs34911341 e L72M — rs 696217) e 4
(Q90L - rs4684677) (Figura 1). As frequéncias alélicas para os polimorfismos R51Q e
L72M sao similares em obesos e controles. Entretanto, foi relatado que obesos com o
alelo 72M adquirem a obesidade precoce quando comparado com obesos
homozigotos para o tipo selvagem L72, sugerindo que L72M afete a atividade da

grelina (KOJIMA e KANGAWA (2005) e UKKOLA et al. (2001).

G274A Arg51GIn Leu72Met

DN

Exon 3 Exon 4

Mature
ghrelin
product

Figura 1 — Estrutura do gene da GHRL e locais de mutac¢do. Adaptado de Ukkola et al., 2001.

A mutacdo R51Q resulta em mudanca do sitio COOH-terminal responsavel
pela recomposicao do peptideo da grelina, resultando em falha nessa recomposicdo
gue é necessdria para produzir a grelina com 28 aminoacidos. Uma pro-grelina com 94
aminodcidos de comprimento é produzida no lugar da normal, cuja atividade bioldgica
ainda ndo foi avaliada. UKKOLA et al. (2001) estudaram 96 mulheres obesas mérbidas

(IMC = 42,3 £ 3,4 kg/m2) e 93 ndo obesas (IMC = 23 + 1,4 kg/m2), sendo que a
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mutagdo R51Q foi identificada em seis heterozigotas obesas (6,3%) mas ndo entre os
controles (p < 0,05).

Estudos de grupo de pesquisa (DANTAS, 2008), mostram correlacdo
positiva entre a variante L72M e atividade da BChE em obesos. De acordo com KOJIMA
e KANGAWA (2005) e UKKOLA et. al. (2001), apesar de a variacdo L72M ndo estar
presente na regido codificadora da proteina grelina, o alelo mutante 72M induz a uma

obesidade mais precoce.

5.4 OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho foi verificar a associacdo entre os
polimorfismos L72M e R51Q do gene GHRL e a obesidade em adolescentes. Com esse
propdésito analisamos as variantes L72M e R51Q do gene GHRL em adolescentes
obesos submetidos a programa de 12 semanas de exercicios fisicos e em adolescentes
ndo obesos controle; comparamos os dados obtidos com dados de adultos obesos e da
populacdo em geral e verificamos associagdo genética com a perda de peso e a taxa
metabdlica basal nos adolescentes submetidos a programa de 12 semanas de

exercicios fisicos.

5.5 MATERIAL E METODOS

AMOSTRA Foram selecionados 47 obesos voluntarios residentes em Curitiba/Parana,
com idades entre 10 e 16 anos, que preencham os seguintes critérios: IMC acima do
percentil 95; peso estdvel em um periodo maior ou igual hd dois meses; ndo estar
utilizando medicamentos anorexigenos ou outros que possam interferir no controle de
peso e na hiperinsulinemia.

As amostras controle foram selecionadas do banco de dados do projeto
ALPE do Laboratdrio de Polimorfismos e Ligacdo. No total foram utilizados 131
controles para a variante L72M e 94 controles para a variante R51Q, de individuos ndo

obesos com 18 < idade <19 e apresentando IMC < 25.
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O recrutamento, as coletas e as avaliagdes multidisciplinares do grupo de
obesos foram realizados em parceria com o Programa de Pds-Graduag¢do em Educagao
Fisica, no Nucleo de Pesquisa em Qualidade de Vida da Universidade Federal do
Parand, sendo as analises genéticas realizadas no Laboratdério de Polimorfismos do e
Ligacdo do Departamento de Genética da Universidade Federal do Parana.

Apds as avaliagdes iniciais os individuos selecionados receberam
orientacdo para Estilo de Vida Saudavel (EVS) que ocorreu em seis encontros em grupo
conduzidos por equipe multidisciplinar composta por nutricionista, professor de
educacao fisica e psicologo. Apds esta etapa, foi iniciada a pratica de exercicios fisicos
gue incluiram 36 sessGes de exercicios programados durante 12 semanas; atividades
aerdbicas trés vezes por semana no periodo da manha ou tarde (50 minutos de
caminhada, 50 minutos de ciclismo indoor e 20 minutos de alongamento).

A faixa de treinamento individualizada para a caminhada e ciclismo indoor
foi calculada a partir da FCyhsx € 0 VO, max Obtidos nos testes ergométricos.

O ciclismo indoor e a caminhada foram iniciados na intensidade entre 35 a
55% da freqiiéncia cardiaca de reserva da 12 a 42 semana, aumentando-se para 45 a

65%, na 52 a 82 semana, e atingindo-se entre 55 e 75% da FCR na 92 a 122 semana.

EXTRACAO DE DNA Das amostras de ndo obesos utilizadas, 60 s possuiam plasma
disponivel e para estas amostras foi utilizado um Kit de extragao Q/Amp DNA MiniKit
da Qiagen. O protocolo para extracao de DNA a partir de material parafinado com o
sistema comercial QlJAamp DNA minikit foi realizado de acordo com as normas do
fabricante.

PCR-SSCA A técnica de PCR-SSCA (andlise de conformacdo de fita simples) foi utilizada
para o estudo das variantes L72M e R51Q do gene GHRL. Essa técnica consiste em
amplificar fragmentos de 200 a 300 pb do gene, através de PCR, sendo que o produto
da PCR é desnaturado por calor e submetido a eletroforese em fita simples em um gel
de poliacrilamida.

PCR TEMPO REAL Derivada da PCR convencional, a PCR em Tempo Real se mostra
como uma inovacgdo tecnoldgica e vem conquistando espaco nos diagndsticos clinicos
e nos laboratérios de pesquisa por apresentar a capacidade de gerar, além de

resultados qualitativos, resultados quantitativos, se mostrando de forma mais rapida e
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precisa (VALONES, 2009). A técnica de PCR Tempo Real foi utilizada na confirmacao

dos resultados encontrados com o uso de PCR tradicional e eletroforese SSCA para a

variante L72M, e para as amostras de obesos provenientes de plasma (n=09) também

analisados em relagdo a mesma variante.

ANALISE ESTATISTICA As freqiiéncias alélicas foram obtidas pelo método de

contagem direta. As analises estatisticas (médias, freqliéncias, teste t, teste F, teste x2,

teste exato de Fisher, coeficiente de correlacdo etc.) foram realizadas com o uso do

programa STATISTICA for Windows (STATSOFT, Inc. 1996).

5.6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A distribuicdo dos gendtipos em obesos e controles para as variantes L72M

e R51Q do gene GHRL estd representada nos graficos 1 e 2 a seguir.
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Grafico 1 — Distribuicdo dos gendtipos para a variante L72M do gene GHRL para obesos e

controles
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Grafico 2 — Distribuicdo dos gendtipos para a variante R51Q do gene GHRL para obesos e

controles

Os dois SNPs estudados estdao em Equilibrio de Hardy-Weinberg, conforme

apresentado na tabela 3, logo abaixo.

Tabela 3 - Valores de P para o teste do 2 para o equilibrio de Hardy-Weinberg

CONTROLES OBESOS

SNPs 12 P %2 p
L72M 1,57 0,45 0,09 0,95
R51Q 0,97 0,04 0,99 0,07

Os resultados obtidos referentes as freqliéncias genotipicas e alélicas para
a variante L72M do gene GHRL estdo dispostos na tabela 4.

Tabela 4 — Freqiiéncias Genotipicas e Alélicas para o SNP L72M obesos e controles

CONTROLES (n=131) OBESOS (n=47)
Gendtipo N % + EP N % + EP
LL 100 76,33+3,71 43 91,49 + 4,07
LM+MM 31 23,66 £ 3,71 4 8,51+ 4,07

Alelos N % t EP N % t EP
L 227 86,64 + 2,1 90 95,74+2,1
M 35 13,36+ 2,1 4 4,26+2,1

*Controles x Obesos: Fischer (p=0,01)
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Em relagdao a variante R51Q do gene GHRL, os valores das frequéncias
genotipicas e alélicas estdo dispostos na tabela 5.

Tabela 5 — Freqiiéncias Genotipicas e Alélicas para o SNP R51Q para obesos e controles

CONTROLES (n=94) OBESOS (n= 38)
Genétipo N % t EP N %+ EP
QQ 0 0 0 0
RR + RQ 94 100,00 +0,00 38 100,00 £ 0,00
Alelo N % + EP N % + EP
R 184 97,87+1,05 75 98,68 +1,3
Q 4 2,13+1,05 1 1,32+1,3

* Controles x Obesos: Fischer (p=1,0)

Devido ao n amostral reduzido, os dados estavam sujeitos a desvios que
poderiam n3do expressar os reais resultados. Sendo assim, qualquer erro de
amostragem, genotipagem, e outros efeitos interferentes que pudessem fornecer
resultados falso-positivos foram corrigidos através do uso de técnicas mais precisas
como o PCR Tempo Real.

Nos 178 individuos estudados no presente estudo para o SNP L72M (131
controles e 47 obesos) houve diferencas significativas entre as freqliéncias alélicas,
quando se compararam obesos e controles (tabela 4) utilizando-se o Teste Exato de
Fisher (P=0,0127).

Os resultados desse estudo contrariam os estudos de UKKOLA et al.(2001).
No presente estudo as freqliéncias genotipicas entre os controles sdo
significativamente diferentes das freqiiéncias encontradas por UKKOLA et al. (2001),
(Teste Exato de Fisher, p= 0,0242). Apesar de ndo ter sido encontrada diferenca
significativa nas freqliéncias genotipicas entre os obesos do nosso estudo e o de
UKKOLA et al. (2001), (Teste Exato de Fisher, p= 0,1813), encontramos uma maior
freqliéncia do alelo 72M nos controles e ndo nos obesos, demonstrando a importancia
do estudo de associagdo do SNP L72M com a obesidade em adolescentes (Tabela 6).

HINNEY et. al. (2002) e DANTAS, (2008) ndo encontraram associacdo entre
o SNP L72M e a obesidade, porém no estudo de DANTAS (2008) percebe-se uma
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tendéncia para associacdo, semelhante ao trabalho de UKKOLA et al. (2001), no qual a
associacao seria em relagdo a maior freqiiéncia do alelo 72M em obesos e ndo em

controles como o encontrado no nosso estudo.

Tabela 6 — Dados de freqliéncia genotipica de Ukkola et al. (2001)

SNP R51Q SNP L72M
51RR 51RQ +51QQ 72LL 72LM + 72MM
CONTROLES % + EP % + EP % + EP % + EP

Ukkola et al.(2001) 100,00 +0,00 0,00+0,00 87,50+3,38 12,50 +3,38
(N=96) (N=0) (N=84) (N=12)
OBESOS % + EP % + EP % + EP % + EP
Ukkola et al. (2001)  93,75+2,47 6,25+2,47  84,38+3,71  1563+3,71
(N=90) (N=6) (N=81) (N=15)

Nos 132 doadores de sangue analisados no presente estudo para o SNP
R51Q (94 controles e 38 obesos), foram encontrados 5 (cinco) heterozigotos para o
alelo 51Q (quatro controles e um obeso), ndo ocorrendo diferencas significativas entre
as freqliéncias alélicas, quando se compararam obesos e controles (tabela 5) (Teste
exato de Fisher, p=1,0).

Ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre o
presente estudo e o de UKKOLA et al. (2001), quando se compararam as freqliéncias
genotipicas dos controles(Teste Exato de Fisher, p= 0,0580) e obesos (Teste Exato de
Fisher, p=0,3592).

O estudo de DANTAS (2008) ndo encontrou diferencas significativas entre
as frequéncias genotipicas e alélicas, quando comparou obesos e controles para as
variantes L72M e R51Q.

Em alguns estudos, a variante L72M nado pareceu predispor a obesidade,
mas foi associada com idade mais precoce para o inicio da obesidade (UKKOLA et al.,

2001;. KORBONITS et al., 2002;. MIRAGLIA et al., 2004.; VIVENZA et al.,2004).
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De acordo com KOJIMA e KANGAWA (2005) e UKKOLA et. al. (2001), apesar
de a variacdo L72M ndo estar presente na regido codificadora da proteina grelina, o
alelo mutante 72M induz a obesidade mais precoce.

No presente estudo, apesar de ndo estar entre os objetivos do estudo, nao
foi encontrada associacdo entre a presenca do alelo mutante 72M e a idade dos
obesos. Contrariando este dado, no presente estudo o gendtipo 72MM foi observado
somente nos adolescentes ndo obesos utilizados como controles sendo levantada a
hipétese de um efeito protetor do alelo 72M contra a obesidade.

E possivel que, com um n amostral maior, pudesse ser obtida diferenca
entre as médias de idade dos grupos.

Uma limitacdo evidente deste estudo é o numero de amostras
relativamente baixo nos grupos estudados. Um dos motivos para o baixo n amostral no
grupo de obesos foi a evasdao dos alunos durante o programa além dos problemas
enfrentados no ano de 2009 com a Gripe Influenza A HIN1, que provocou o atraso no
inicio das aulas e conseqilientemente na coleta de material.

No entanto, embora o n amostral seja relativamente pequeno para um
estudo de associacdo genética, os resultados sdo reforcados por pelo menos dois
fatores. Em primeiro lugar, todos os individuos foram da mesma localidade, em
segundo lugar, os controles foram selecionados para excluir quaisquer fatores que
pudessem causar alteragdo nos resultados.

Estudos anteriores explorando a freqliéncia dos polimorfismos do gene da
grelina em populagdes de obesos apresentaram resultados conflitantes onde nao
foram encontradas associagdes significativas de ambas as variantes do gene da grelina
(Arg51GIn e Leu72Met) com obesidade ou uma associacdao sugestiva do gendtipo
Leu72Met com uma idade mais precoce para inicio da mesma (HINNEY et al., 2002;
UKKOLA et al., 2001; VIVENZA et al., 2004; KORBONITS et al., 2002; MIRAGLIA et al.,
2004).

No trabalho de UKKOLA et al. (2001), a variante L72M do gene da grelina
foi detectada em 15.6% dos obesos (heterozigoto 12,5% e 3,1% homozigotos) e 12,5%
(todos os heterozigotos) no grupo controle ndo-obesos. Este polimorfismo tem sido

associado com um inicio mais precoce da obesidade.
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A variante R51Q do gene da grelina foi encontrada em seis obesos (todos
os heterozigotos), mas nao foi encontrado nos controles ndo-obesos (UKKOLA et al.,
2001).

Estudos com o gene da grelina em obesos e criangas francesas
encontraram uma correlacdo positiva entre a variante heterozigota L72M e um maior
indice de Massa Corporal (IMC) e inicio da obesidade (KORBONITS et al., 2002).

No estudo de MIRAGLIA et al. (2004), foi observada uma associacdo similar
significativa entre o polimorfismo L72M e obesidade precoce em criangas italianas.
Nesse estudo foram analisados os polimorfismos do gene da grelina em 300 criangas e
adolescentes italianos obesos e 200 controles. Para ambas as variantes (Arg51GIn e
Leu72Met), as  frequéncias  alélicas foram semelhantes entre pacientes e
controles. Demonstraram que o polimorfismo L72M estava associado com diferencas
na idade de inicio da obesidade.

LESKELA et al. (2009), sugere que portadores do alelo L72 sdo mais
propensos a variabilidade de peso em resposta a fatores ambientais, dada a reduzida
freqliéncia de polimorfismo L72M em gémeos monozigéticos discordantes para a
obesidade. No estudo, o alelo L72 foi particularmente comum entre gémeos
monozigdticos discordantes para a obesidade, sugerindo que este alelo do gene da
grelina é mais permissivo na regulacao do balanco energético.

O gene da grelina poderia, portanto, desempenhar um papel importante
na variabilidade do peso corporal, de tal forma que os portadores do alelo L72 seriam
mais propensos a varia¢cdao de peso corporal em resposta a fatores ambientais.

As varidveis antropométricas e clinicas dos adolescentes submetidos ao
programa de exercicios do Nucleo de Pesquisa em Qualidade de Vida do departamento
de Educacdo Fisica da Universidade Federal do Parand estdo divididas em pré e pds e

programa de exercicios (tabelas 7 e 8).

Abaixo esta representado um quadro com os valores de referéncia para os

parametros analisados.
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Valores de Referéncia

Colesterol total (mg/dL)

Menor que 170 mg/dL

Colesterol LDL (mg/dL)*

Menor que 130 mg/dL

Colesterol HDL (mg/dL)*

Maior ou igual a 45 mg/dL

Triglicérides (mg/dL)*

Menor ou igual a 130 mg/dL

Glicemia em jejum (mg/dL)*

Menor que 100 mg/dL

RCE (Razao Cintura Estatura)

Menor que 0,50

Fonte: Sociedade Brasileira de Cardiologia.

Tabela 7 - Variaveis antropométricas e clinicas em adolescentes obesos /pré programa de

exercicios

Colesterol Total
LDL

HDL
Triglicerideos
Glicemia

RCE

TMR

Genotipo LL
166,11 +5,91

88,92 4,73

44,63 £ 1,26
132,0+ 12,63
85,27 +1,16
0,626 £ 0,010

Genoétipo LM
154,00 + 9,61

85,60 + 8,20
42,00 + 2,65

132,00 + 29,14

79,67 + 2,61
0,623 £0,023

1663,41 £+ 34,21 1567,5 £ 198,01

N: TMR LL=41 e LM=4; RCE, Glicemia, Trglicerideos, HDL, LDL e Colesterol Total LL=35 e LM=4

Tabela 8 - Varidveis antropométricas e clinicas em adolescentes obesos /pds programa de

exercicios

Genotipo LL

Genoétipo LM

Colesterol Total 158,50 + 7,61 135

LDL 93,23 16,20 77

HDL 47,43 +2,78 41
Triglicerideos 86,86 £ 9,01 85
Glicemia 88,14 £ 1,58 80

RCE 0,610+ 0,014 0,584
TMR 1616,34 £ 29,99 1625,00+ 170,37

N: TMR LL=41 e LM=4; RCE LL=13 e LM=01; Glicemia, Triglicerideos, HDL, LDL e Colesterol Total LL=14 e LM=01
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Os valores de triglicerideos referentes aos obesos em pré programa de
exercicios estdo aumentados e os valores de colesterol total, embora ndo estejam
aumentados, encontram-se na faixa limitrofe. Para os obesos pds programa de
exercicios, esses dados diferem razoavelmente, com os valores de triglicerideos e
colesterol total apresentando-se mais baixos.

Os valores médios de colesterol HDL estdo abaixo dos valores
recomendados e a razdo cintura/estatura foi obtida pelo quociente do perimetro da
cintura pela estatura em centimetros (HO et al., 2003).

Todos os adolescentes obesos estdo incluidos no percentil 95 de IMC e a
média da razdo cintura estatura é superior a 0,50. De acordo com o estudo de
ASHWELL e GIBSON (2009) individuos apresentando RCE acima de 0,50 cm sdo
classificados como risco a saude.

O gasto energético didrio pode ser dividido em trés componentes: TMR
(taxa metabdlica de repouso), efeito térmico do alimento e gasto energético associado
com a atividade fisica (HILL et al.,1995).

Ndo ha evidéncias de que os individuos obesos apresentem taxa
metabdlica basal de repouso diminuida. Além disso, alguns estudos mostraram que o
aumento da massa corporal total até eleva a taxa do metabolismo basal para retardar
ganho de peso excessivo. Logo, um individuo obeso possui TMB mais elevada do que
individuo magro da mesma altura. Essa observagao sugere que existe mecanismo de
manuten¢ao do peso corporal e suporta a teoria de que o comportamento ndo é o
Unico determinante da obesidade (ROMERO & ZANESCO, 2006).

No presente estudo foram avaliadas TMR de 45 individuos antes e apds a
realizacdo do programa de exercicios. Os individuos com os dados de TMR completos
(pré e pos) foram cruzados com os seus respectivos genotipos.

Na comparacao dos valores de TMR antes para os genodtipos 72LL X 72LM,
utilizando-se o teste de Mann-Whittney, ndo ha diferenca na distribuicdo dos valores
(p=0,795). Isto quer dizer, que a distribuicdo de TMR entre os dois gendtipos ndo
difere estatisticamente, ou seja, um dos genétipos ndo apresenta maior freqiiéncia de
individuos com maior ou menor TMR. A distribuicdo do TMR ndo difere entre os

portadores dos dois gendtipos. O mesmo acontece com TMR depois (p=0,826).
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Dos 45 individuos com os dados completos (TMR pré e pds e genotipagem
para o SNP L72M), 41 apresentaram genodtipo 72LL e apenas quatro 72LM. Apesar de
haver um aumento na TMR para obesos 72LM, esse aumento ndo foi significativo
(p=0,79), principalmente devido ao baixo n de individuos obesos com o genétipo 72LM
(n=4) (Tabelas 9 e 10).

Pode-se sugerir um efeito protetor do alelo 72M contra a obesidade, o que
justificaria o aumento na taxa metabdlica de repouso. O fato desse aumento ndo ter

sido significativo deve-se ao n amostral reduzido.

Tabela 9 - Comparacdo entre TMR pré programa de exercicios - gendtipos LL e LM em obesos

Mann-Whitney U Test

Z p-level nlL nLM LL LM U

TMR pré 0,2594 0,7995 41 4 1663,415 1567,5 75,5

Tabela 10 - Comparacdo entre TMR pds programa de exercicios- gendtipos LL e LM em obesos

Mann-Whitney U Test

Z p-level nlL nlLM LL LM U

TMR pds 0,2195 0,826 41 4 1616,341 1625 76,5

O teste T para amostras dependentes foi usado por avaliar a mesma
amostra, antes e depois. Ha diferenca significativa em individuos com o gendtipo 72LL
em relacdo a TMR antes e depois (p=0,01).

Nos individuos com gendtipo 72LM isso ndo acorre (p=0,16), uma das

hipdteses seria novamente o efeito protetor do alelo 72M contra a obesidade, sendo
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gue os portadores do gendtipo 72LL apresentariam maior resisténcia para a perda de
peso. Um estudo com um n amostral maior poderia corroborar com essa hipétese.

Segundo Paulo Gentil, presidente do Gease (Grupo de Estudos Avancados
em Saude e Exercicios), muitas pesquisas associam o treinamento aerdbio a uma
diminuicdo do metabolismo basal (quantidade de calorias que seu corpo consome em
repouso), mesmo sem perda na massa muscular. O emagrecimento brusco também
poderia gerar queda no metabolismo, pois o corpo se adaptaria para tentar retornar
a0 peso anterior.

A conclusdo ainda é controversa, mas ha grande numero de evidéncias que
indicam que o exercicio mais intenso é o que possua maior efeito na manutencao e até
no aumento da taxa metabdlica de repouso quando acompanhado de perda de peso
(disponivel em http://www.gease.pro.br/).

DAMASO et al. (2006), demonstraram que a maioria das adolescentes
obesas, ingressantes no programa multidisciplinar para o tratamento da obesidade,
apresentou hiperleptinemia exacerbada. Isso poderia sugerir o papel relevante do
hormonio leptina na menor termogénese e reducdo da TMR desses pacientes.

Essas alteracOes sugerem a necessidade de estratégias em longo prazo
para o estabelecimento da acdo da leptina, podendo este ser um fator contribuinte
para os resultados discrepantes relativos a TMR de obesos e ndo obesos.

Durante a realizacdo da pesquisa, inicialmente foi utilizada a técnica de PCR
SSCA. A técnica mostrou-se eficaz na genotipagem dos individuos em relacdo ao SNP

R51Q (Figura 1).

Figura 1 - Gel de poliacrilamida 29:1, 10% descontinuo. Gendtipos quanto ao SNP R51Q do
gene GHRL: 1 —4: 51AA; 5(-); 6 e 7: 51AA; 8 e 9: 51AQ.
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Porém, para o SNP L72M, a técnica PCR SSCA permitiu resultados dubios

principalmente em relacdo a mutacdo 72MM (Figura 2).

Figura 2 - Gel de poliacrilamida 29:1, 8% continuo. Gendtipos quanto ao gene SNP L72M do
gene GHRL. 72LL: 1 -11.

Para confirmacdo dos resultados, foram comprados os primers para PCR
Tempo Real com TagMan e realizado a genotipagem de todas as 131 amostras de
controles e de 38 obesos.

Além disso, com a maior sensibilidade e precisdo da técnica de PCR Tempo
Real, foi possivel analisarmos além das 38 amostras de obesos, provenientes de
sangue total, outras 09 (nove) amostras de obesos provenientes de plasma, cuja
concentracdo de DNA se encontrava reduzida ndo sendo util, portanto, a utilizacdo da
técnica de PCR SSCA para a genotipagem das mesmas.

Na figura 3 estdo representados exemplos de picos das curvas geradas pela

técnica de PCR Tempo Real e a plotagem dos graficos apresenta-se na figura 4.
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Figura 3 - Padrdo de curvas do programa Realplex para as duas sondas. O grafico maior indica
um exemplo de leitura padrdao para SNPs em Tempo real. Os graficos menores indicam
respectivamente de cima para baixo um (FV) heterozigoto, um (FF) mutado e um (VV)

homozigoto usual.
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Figura 4 - Exemplos de resultado grafico da Genotipagem em Tempo Real. O grafico superior
demonstra o padrdo ideal da distribuicdo das amostras com heterozigotas na regido central,
homogizoto usual no canto superior esquerdo e o homozigoto mutado no canto inferior
direito. O grafico inferior representa resultado obtido com a técnica para o SNP L72M:

triangulo para VV (72LL); retdngulo para FV (72LM) e circunferéncia para FF (72MM).
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5.7 CONCLUSOES

Nos 178 individuos estudados no presente estudo para o SNP L72M (131
controles e 47 obesos) houve diferengas significativas entre as freqiiéncias alélicas,
guando se compararam obesos e controles utilizando-se o Teste Exato de Fisher
(P=0,0127), mostrando a relevancia do SNP no estudo de associagdo com a obesidade
em adolescentes.

Nos 132 doadores de sangue analisados no presente estudo para o SNP
R51Q (94 controles e 38 obesos), foram encontrados 5 (cinco) heterozigotos para o
alelo 51Q (quatro controles e um obeso), ndo ocorrendo diferencas significativas entre
as freqliéncias alélicas, quando se compararam obesos e controles (Teste exato de
Fisher, p=1,0).

Apesar de haver aumento na TMR para obesos 72LM, esse aumento nao
foi significativo (p=0,16) principalmente devido ao baixo n de individuos obesos com o
gendtipo 72LM sugerindo-se efeito protetor do alelo 72M contra a obesidade, o que
justificaria 0 aumento na taxa metabdlica de repouso. Os portadores do gendtipo 72LL
apresentaram maior resisténcia para a perda de peso. Um estudo com um n amostral
maior poderia corroborar com essa hipdtese.

Houve diferenga significativa em individuos com o gendtipo 72LL em
relacdo a TMR antes e depois (p=0,01), porém no sentido de diminuicdo da TMR pds
exercicios, o que evidencia mais uma vez o provavel efeito protetor do alelo 72M
contra a obesidade.

Os dados do presente estudo reforcam as evidéncias de que os estudos de
associacao representam importante ferramenta na identificacdo de variantes

genéticas que influenciam a susceptibilidade as doencas complexas.
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5.9 CONCLUSAO

Nos 178 individuos estudados no presente estudo para o SNP L72M (131
controles e 47 obesos) houve diferencgas significativas entre as freqiiéncias alélicas,
gquando se compararam obesos e controles utilizando-se o Teste Exato de Fisher
(P=0,0127), mostrando a relevancia do SNP no estudo de associacdo com a obesidade
em adolescentes.

Nos 132 doadores de sangue analisados no presente estudo para o SNP
R51Q (94 controles e 38 obesos), foram encontrados 5 (cinco) heterozigotos para o
alelo 51Q (quatro controles e um obeso), ndo ocorrendo diferencas significativas entre
as freqliéncias alélicas, quando se compararam obesos e controles (Teste exato de
Fisher, p=1,0).

Apesar de haver aumento na TMR para obesos 72LM, esse aumento nao
foi significativo (p=0,16) principalmente devido ao baixo n de individuos obesos com o
genétipo 72LM sugerindo-se efeito protetor do alelo 72M contra a obesidade, o que
justificaria 0 aumento na taxa metabdlica de repouso. Os portadores do gendtipo 72LL
apresentaram maior resisténcia para a perda de peso. Um estudo com um n amostral
maior poderia corroborar com essa hipdtese.

Houve diferenga significativa em individuos com o gendtipo 72LL em
relacdo a TMR antes e depois (p=0,01), porém no sentido de diminuicdo da TMR pds
exercicios, o que evidencia mais uma vez o provavel efeito protetor do alelo 72M
contra a obesidade.

Os dados do presente estudo reforcam as evidéncias de que os estudos de
associacdo representam importante ferramenta na identificacdo de variantes

genéticas que influenciam a susceptibilidade as doencas complexas.
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7 APENDICE

A) CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

Foram selecionados obesos voluntarios residentes em Curiritba/Parang,
com idades entre 10 e 16 anos, que preencham os seguintes critérios: IMC acima do
percentil 95; peso estdvel em um periodo maior ou igual hd dois meses; ndo estar
utilizando medicamentos anorexigenos ou outros que possam interferir no controle de
peso e na hiperinsulinemia.

As amostras controle foram selecionadas do banco de dados do projeto
ALPE do Laboratério de Polimorfismos e Ligacdo. No total foram utilizadas 131
controles para a variante L72M e 94 controles para a variante R51Q, de individuos ndo
obesos com 18 < idade £ 19 e apresentando IMC < 25.

Para a coleta de amostras primeiramente fez-se uma selecdo no setor de
educacdo fisica de material de plasma pré-existente de adolescentes obesos e
encaminhamento do mesmo para o Laboratério de Polimorfismos e Ligacdo. Foi entdo
realizado divulgacao para recrutamento de adolescentes obesos interessados no
programa. Houve uma diminuicdo do tamanho da amostra em decorréncia das
desisténcias no ano de 2009 devido aos atrasos dos periodos escolares em
conseqliéncia da Gripe Influenza A HIN1.

A previsdo inicial do nimero de amostras do projeto era de 184
adolescentes obesos. Dessas, foram obtidas 47 amostras, nove das quais provenientes
de plasma coletados anteriores a esse ano e 38 de sangue total coletados em 2010.

A previsdo inicial para o niumero de controles ndao obesos também era de
184 amostras e dessas, 131 foram levantadas e sdo provenientes do banco de
amostras ALPE (projeto Altura e Peso), estocados no Laboratério de Polimorfismos e
Ligacao.

Apds aprovacdo pelo Comité de Etica - Universidade Federal do Parana
(UFPR, atendendo a resolugcdo 196/96), os participantes assinaram o Termo de
Consentimento dos pais ou responsaveis e assentimento das criancas e adolescentes.
Os participantes foram, entdo, avaliados por equipe multidisciplinar em dois

momentos: na fase inicial e apds 12 semanas do programa de exercicios.
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B) DESENHO DO ESTUDO

O projeto passara pelas etapas de avaliacdo inicial, tratamento e avaliacao
final, como descrito abaixo:
Avaliagao Inicial: Clinica, Antropométrica, Cardiorrespiratéria, Gasto Metabdlico,
Avaliagdao Nutricional, Exames Laboratoriais, Analise Genética.
Tratamento (3 meses): Exercicio Fisico, Orientacdo Nutricional, Orientacdo Psicoldgica.
Avaliagdo Final: Clinica, Antropométrica, Cardiorrespiratéria, Gasto Metabdlico,
Exames de Sangue.
Anadlise Genética: serd realizada pelo Laboratério de Polimorfismos e Ligacdo. As
coletas e as avaliagdes serdo realizadas pelo Nucleo de Pesquisa em Qualidade de Vida

do departamento de Educacao Fisica da Universidade Federal do Parana.

C) AVALIACOES FiSICAS MULTIDISCIPLINARES

As avaliacbes fisicas multidisciplinares envolvem Aspectos Clinicos e
Antropométricos, Aptidao Cardiorrespiratéria, Determinagdo do Gasto Metabdlico em
Repouso (GMR), Exames Laboratoriais, Andlise Genética e AvaliacGes Nutricionais:

Avaliagdes Clinicas e Antropomeétricas: As avaliagcdes clinica e puberal
(TANNER, 1986) serao realizadas por médicos. Serdao avaliados o peso, estatura e
circunferéncia abdominal (CA) e calculados o IMC-escore Z. A composi¢ao corporal
serd avaliada pelo método de bioimpedancia elétrica (BIA), com o aparelho
Biodynamics® tetrapolar.

Avaliagdo da Aptidao Cardiorrespiratoria: O condicionamento
cardiorrespiratério sera avaliado em esteira (marca Ecafix EG 700X) utilizando o
protocolo de Balke modificado (ROWLAND, VARZEUS, WALSH, 1991) e na bicicleta
ergométrica com o protocolo de McMaster (BAR-OR, 1983). Mensurar-se-ao:
fregliéncia cardiaca (FC), consumo de oxigénio (VO,), volume de gas carbonico (VCO,)
e ventilacdo (VE), utilizando ergoespirdmetro (Parvo Medics MMS2400, USA).

Determinac¢dao do Gasto Metabodlico em Repouso (GMR): As mensuragdes
do GMR serdo realizadas pela manh3, durante 35 minutos, com o aparelho Deltatrac
[1®, no modo candpia (respiragdo espontanea), no individuo acordado apés jejum de 10

- 12 horas e repouso de 30 minutos, determinados o VO2 e o VCO2.
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Exames Laboratoriais: As amostras sanguineas serdo coletadas no periodo
da manh3a, apds 12 horas de jejum, para realizagdo de hemograma, dosagens de
glicose (curva glicémica de duas dosagens -1,75 g/kg e max. de 75g), insulina,
colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL-C), lipoproteina de baixa
densidade (LDL-C), triglicérides (TG), adipocitocinas (IL-1, TNF-a, Leptina,
Adiponectina), Ferritina Sérica , TSH e T4 livre. Caso ndo tenham sido pedidos
anteriormente serdo realizados também exame parcial de urina e parasitolégico de
fezes.

Avaliagcdes Genéticas: serd analisado o variante L72M do gene GHRL em
adolescentes obesos submetidos a programa de 12 semanas de exercicios fisicos e em
adolescentes ndao obesos controle. Serdao comparados os dados obtidos com dados de
adultos obesos e da populacdao em geral e verificado se existe associacdo genética com
a perda de peso e a taxa metabdlica basal nos adolescentes submetidos a programa de
12 semanas de exercicios fisicos.

Avaliacdo Nutricional: A nutricdo sera avaliada por inquérito alimentar
recordatorio de 24 horas e o registro alimentar de trés dias, validados pela American
Dietetic Association (TINKER et al., 2001).

Taxa Metabodlica Basal: A taxa metabdlica de repouso é influenciada pelo
balanco energético didrio e controlada pelo tecido adiposo (FUJISAWA et al., 1998).
Além disso, Leite (2005) encontrou respostas diferentes na taxa metabdlica de repouso
entre os géneros, em que as meninas apresentaram reducdo significativa no
metabolismo basal e menor perda de peso apds um programa de 12 semanas de
exercicios fisicos e orientacdo nutricional. A reducdo do metabolismo basal também
pode se relacionar a adaptacdo ao novo tamanho corporal (MORENO-ALIAGA et al.,
2005).

A Taxa de Metabolismo Basal (TMB) é a quantidade minima de energia
(calorias) necessdria para manter as fungbes vitais do organismo em repouso
(McARDLE e col., 1992). Essa taxa pode variar de acordo com o sexo, peso, altura,
idade e nivel de atividade fisica. Repare que quanto mais intensa a atividade, maior

sua necessidade energética.
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D) EXERCICIOS FiSICOS

Ap0s as avaliagdes iniciais os individuos selecionados receberao orientagao
para Estilo de Vida Saudavel (EVS) que ocorrerd em seis encontros em grupo
conduzidos por equipe multidisciplinar composta por nutricionista, professor de
educacdo fisica e psicélogo. Apds esta etapa, sera iniciada a pratica de exercicios
fisicos: 36 sessGes de exercicios programados durante 12 semanas; atividades
aerdbicas trés vezes por semana no periodo da manha ou tarde (50 minutos de
caminhada, 50 minutos de ciclismo indoor e 20 minutos de alongamento).

A faixa de treinamento individualizada para a caminhada e ciclismo indoor
serd calculada a partir da FCs € 0 VO,max Obtidos nos testes ergométricos (Foto 1).

O ciclismo indoor e a caminhada serdo iniciados na intensidade entre 35 a
55% da freqliéncia cardiaca de reserva da 12 a 42 semana, aumentando-se para 45 a
65%, na 52 a 82 semana, e atingindo-se entre 55 e 75% da FCR na 92 a 122 semana

(Foto 2 e 3).

E) EXTRACAO DE DNA

Das amostras utilizadas no trabalho, 60 sé possuem plasma disponivel e
para estas amostras serd utilizado um Kit de extragao QIAmp DNA MiniKit da Qiagen.

O protocolo para extracao de DNA a partir de material parafinado com o
sistema comercial QlJAamp DNA minikit foi realizado de acordo com as normas do
fabricante.

Em cada tubo foram adicionados 180 ul de Buffer ATL (Tissue Lysis Buffer),
além de 20 pl de proteinase K. Apés homogeneizacdo, as amostras foram incubadas
em banho-maria a 55°C, durante trés horas, e agitadas gentilmente a cada hora. Apds
esse periodo, adicionaram-se a cada tubo 200 ul de Buffer AL (fornecido pelo
fabricante), sendo os mesmos aquecidos a 70°C durante 10 minutos para a inativacao
da proteinase residual. Em seguida, foram adicionados 200 pl de etanol, agitando-se
durante 15 segundos e centrifugando brevemente.

A solucdo resultante foi transferida para o dispositivo da coluna QlAamp
DNA minikit’ e centrifugada a 8.000 rpm por um minuto. O dispositivo com a coluna foi
removido do tubo e recolocado em um tubo limpo. Foram adicionados 500 pul de

Buffer AW1 ao dispositivo com a coluna, que foram centrifugados a 8.000 rpm por um
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minuto. O procedimento de lavagem foi repetido com 500 pl de Buffer AW2, seguido
de centrifugacdo a 14.000 rpm durante trés minutos.

O DNA extraido da coluna foi diluido pela adicdo de 100 pl de Buffer AE
(fornecido pelo fabricante). Primeiramente foram adicionados 50 pl, aguardando-se
um minuto e centrifugando-se a 8.000 rpm durante um minuto. Em seguida, 50 ul de
Buffer AE foram adicionados, aguardando-se cinco minutos e centrifugando-se a 8.000
rpm por um minuto, apds as amostras terem sido transferidas do dispositivo para tubo

de recuperacdo. As mesmas foram armazenadas a -20°C.

Para as demais amostras foi extraido DNA leucocitdrio pelo método de
Lahiri e Nurnberger. A técnica de extracdo de DNA pelo método de Lahiri e Nurnberger
consiste na separacdo, a partir do sangue periférico, do creme de leucécitos de onde

serd extraido DNA. Serdo coletados 10 mL de sangue em EDTA e o creme de leucécitos,
0
acrescido de suspensdo de hemdcias, e estocado a -20 C.

Desse material descongelado sera retirado o creme de leucécitos,

ressuspendido em 10 mL de TKM1 (Tris-HCI 0,01 M pH 7,6; KCI 0,01 M; MgCI2 0,01 M;
EDTA 0,002M) e 125 ulL de IGEPAL CA-630.

Apés centrifuga-se a 2500 rpm por 15-20 minutos, despreza-se o
sobrenadante e completa-se novamente para 10 mL com TKM1. Repete-se a

centrifugacao e a ressuspensdao em TKM1 até que o precipitado fique bem claro.

Apds ressuspensdo delicada do precipitado, foram adicionados 800 pL de

TKM2 (Tris-HCI 0,01 M pH7,6; KCI 0,01 M; MgCI2 0,01 M; EDTA 0,002 M; NaCl 0,4 M)

agitando-se bem. Adiciona-se 50 L de SDS 10% e mistura. Incuba-se em banho-maria

a 55°C durante a noite.

Retirar do banho-maria e adicionar 300 puL de NaCl saturado (6 M) e
misturar bem. Centrifugar a 1200 rpm por 10-20 minutos, passar o sobrenadante para
um tubo de ensaio e adicionar dois volumes de etanol 100%, gelado, tampar o tubo
com parafilme e inverté-lo varias vezes (delicadamente) até precipitar o DNA. Pescar o
DNA utilizando micropipeta com ponteira de ponta cortada e colocar em tubo de 1,5

mL.
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Lavar o DNA obtido com etanol 70%, dispensando posteriormente o alcool.
O tubo é mantido semi-aberto na estufa a 37°C, até evaporar todo o alcool.
Ressuspender o DNA em 200 pL de tampao TE (Tris HCl pH8,0 0,01 M e EDTA pH 8,0
0,001 M) e deixar no banho-maria a 55°C por uma hora. Apds trés dias na geladeira,

verificar a densidade 6tica e congelar.

F) PCR-SSCA

A técnica de PCR-SSCA (andlise de conformacao de fita simples) foi utilizada
para o estudo das variantes L72M e R51Q do gene GHRL. Essa técnica consiste em
amplificar fragmentos de 200 a 300 pb do gene, através de PCR, sendo que o produto
da PCR é desnaturado por calor e submetido a eletroforese em fita simples em um gel
de poliacrilamida. A solugao de PCR contém 4 ul de PCR SuperMix (Invitrogen), 1 ul de
DNA (100ng), 10pmol de cada um dos iniciadores.

As condigdes da PCR foram as seguintes:

1. Desnaturagao inicial: 942 C por 5 minutos

2. Desnaturacdo: 94 oC por 30 segundos;

3. Hibridizagdo: 48 2C por 30 segundos;

4. Extensdo: 72 2C por 30 segundos;

5. Ciclos: 35 (passos 2 a 4);

6. Extensao final: 72 2C por 10 minutos.

Os iniciadores utilizados estdo mostrados na tabela 1.

Tabela 1: Seqiiéncia dos iniciadores utilizados para amplificar os fragmentos de DNA na técnica

de PCR-SSCA (Analise Conformacional de Fita Simples)

Iniciadores Seqliéncia 5’ - 3’ Tamanho do fragmento (pb)
GHRL 15 TCTCCCAGAGCACAAAGGAC 184
GHRL 13 TTCTGCTTGACCTCCATCTTCC
GHRL 25 GGAGTCGAAGAAGCCACCA 138
GHRL 23 CAGAAGCATAAAACTGCAGAGG
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Apds a PCR, foram misturados 5 pl de DNA, ja amplificado, a 5 ul de
solugdo de manutengdo da fita simples (95% de formamida, 0,25% de azul de
bromofenol, 0,25% de xileno cianol, 10mM de EDTA e 10mM de NaOH). Esta solucdo é
foi submetida a 942C por 5 minutos e imediatamente colocada no gelo, até sua
aplicagdo no gel de poliacrilamida. As fitas simples adquirem conformagao
tridimensional e podem correr em posi¢des diferentes no gel. Uma simples mutagao
de ponto pode alterar essa conformacao e, conseqlientemente, o padrao de bandas do

fragmento.

G) ELETROFORESE SSCA

As condicoes de eletroforese para os fragmentos analisados (tabela 2)

foram estabelecidas experimentalmente.

Tabela 2: CondicGes da eletroforese de SSCA para o fragmento do gene GHRL.

Fragmento | Concentracdo | % de pH do Tempo de
de acrilamida | bisacrilamida | tampao de corrida
% em relacdo a | preparo do (horas;
acrilamida gel volts)
aab1 10 3,4 4,7 4h; 200
aa72 8 3,4 8,2 5h; 180

Para o fragmento de GHRL- aa 51, (figura 1 e 2) foi utilizada uma solucao
estoque de acrilamida 29:1 (29g de acrilamida; 1g de bisacrilamida; 5ml de glicerol,
completar para 100 ml com agua bidestilada). A concentracao final do gel foi de 10 %,
e o tampao do gel foi o 4cido (tampao Tris-HCI 33mM, pH 4,7). A corrida eletroforética

foi realizada a 200 volts e 17mA, por um periodo de 4 horas.
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Figura 1: Gel de poliacrilamida 29:1, 10% descontinuo. Gendtipos quanto ao gene GHRL: 1 —
51AA,2-51AQ.

Figura 2: Gel de poliacrilamida 29:1, 10% descontinuo. Genétipos quanto ao gene GHRL: 1 ao 4

—51AA;5(-); 6 e 7—-51AA; 8e 9-51AQ
Para o fragmento GHRL- aa 72 (figura 3 e 4) foi utilizada uma solucdo
estoque de acrilamida de 29:1 (29g de acrilamida; 1g de bisacrilamida; 5ml de glicerol,

completar para 100 ml com agua bidestilada). A corrida eletroforética foi realizada a

180 volts e 17mA, por um periodo de 5 horas.
1 2 3
=1 =
H .
| Nl b s

Figura 3: Gel de poliacrilamida 29:1, 8% continuo. Gendtipos quanto ao gene GHRL: 1 — 72LM,
2—-72MM, 3 —-72LL.
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Figura 4: Gel de poliacrilamida 29:1, 8% continuo. Gendtipos quanto ao gene GHRL: 1 ao 11 —
72LL

A solugdo estoque de tampao TBE 5X foi preparada com 54g de Tris, 27,5 g
de acido bérico, 20 ml de EDTA 0,5M (pH 8,0) e completou-se o volume para 1000 ml
de dgua destilada. Apds a corrida, foi realizada a coloracdo do gel com nitrato de prata
(BUDOWLE e cols., 1991).

O gel foi lavado em solugdo de HNO3 a 1% por trés minutos, e em seguida
lavado trés vezes com agua destilada. O gel foi, entdo, coberto com solucdo de AgNO;
(2,02 g de AgNO3 em 1000 ml de agua bidestilada) e colocado por 30 segundos no
microondas. A solucdo de nitrato de prata foi retirada e o gel lavado trés vezes com
agua destilada.

A revelacdo foi feita com solucdo de Na,CO3 (170 ml de Na,CO5 e 92 ul de
formaldeido), sendo preparada cinco minutos antes do uso. Um terco dessa solugao foi
despejada sobre o gel, que foi colocado no forno microondas por 30 segundos. O gel
foi retirado do forno microondas e a solucdo enegrecida eliminada.

O restante da solucdo de Na,COs; foi despejada sobre o gel, que foi mantido
em agitacdo até que aparecessem bandas. A solucdo foi, entdo, retirada e o gel foi
lavado trés vezes com dgua destilada.

Depois, o gel foi submetido a uma solugdo de 4cido acético a 10% por dez
minutos e apds esse tempo a solugao foi retirada e o gel lavado trés vezes com agua

destilada. Por fim, o gel guardado no meio de duas laminas e escaneado.

H) PCR EM TEMPO REAL
Derivada da PCR convencional, a PCR em Tempo Real se mostra como uma
inovacdo tecnoldgica e vem conquistando espaco nos diagndsticos clinicos e nos

laboratérios de pesquisa por apresentar a capacidade de gerar, além de resultados
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qualitativos, resultados quantitativos, se mostrando de forma mais rapida e precisa
(VALONES, 20009).

A técnica em Tempo Real é usada para a deteccdo e medida de produtos
gerados durante cada ciclo da PCR. A emissdao dos compostos fluorescentes gera um
sinal que aumenta proporcionalmente conforme a quantidade de produto da PCR. Ao
final da reagao, de acordo com o genétipo, apresenta-se no caso dos homozigotos uma
ou outra fluorescéncia, e no caso de heterozigotos apresentam-se ambas as
fluorescéncias.

O método de PCR em tempo real foi padronizado para o gene GHRL e serao
aplicadas as amostras de DNA extraidas de plasma de obesos e controles. Para a
realizacdo da PCR serd utilizado o equipamento 7500 Real-Time PCR System da Applied
Biosystems. Para genotipagem do SNP serd utilizado o kit TagMan SNP da Applied
Biosystems.

Este kit apresenta dois iniciadores especificos nao marcados e duas sondas
marcadas com diferentes fluorescéncias que emitem colorag¢des diferentes para cada
alelo marcado. Um terceiro fluoréforo, chamado de ROX serd usado pelo equipamento
como referéncia passiva de fluorescéncia.

Na amplificacdo do DNA, o uso do equipamento para este protocolo de
genotipagem é realizado em 3 etapas: na primeira etapa ocorre a pré-leitura, na qual é
lida a fluorescéncia basal da placa antes do processo de amplificacdao; seguida da
amplificacdo, realizada para todos os segmentos dentro dos seguintes padrdes de PCR:
19 passo de 2 minutos a 509C; 22 passo de 10 minutos a 9529C; 32 passo repetido 45
vezes de 15 segundos a 952C intercalados por 60 segundos a 602C.

Por ultimo, a pds-leitura, sendo a analise dos dados gerados anterior,
durante e posteriormente a amplificacdo, resultando no genétipo de cada individuo

analisado e seu registro em um grafico representativo.

I) ACOMPANHAMENTO DO PROJETO

Os grupos de adolescentes obesos foram orientados pela equipe do Nucleo da
Qualidade de Vida no setor de Educacdo Fisica da UFPR.

As avaliacdes e os exercicios fisicos foram feitos no mesmo departamento.

Devido a grande demanda as novas turmas terdo os treinos em uma academia.

67



Os adolescentes que entraram no projeto até final de agosto de 2010 foram
incluidos neste projeto, pois tiveram mais 3 meses de exercicios até novembro de
2010. Apds esse prazo ndo haveria tempo habil para terminar as andlises genéticas e o

restante dos obesos sera analisado por projetos do préprio grupo de trabalho.

Foto 1. Alongamentos e ciclismo indoor realizado em academia pelo grupo de adolescentes.
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Foto 2. Caminhada e exercicios em grupo realizados pelo grupo de adolescentes.
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8 ANEXOS
Tabela das Andlises Bioquimicas / Antropométricas, Atividade Enzimatica e CHE2 no grupo de obesos

1 F

2 F

3 M

] M

5 F

6 F

7 M

8 F

3 F .

10 | F J1a7 2747 90,6 73,0 168 166 140 50 82.0 361 cs-
1 | F [1265|29.46 98.6 80,5 140 100 84 36 99,0 12.81 cs-
12 | F [i1,15|28,38 95,5 542 180 280 87 37 101,0 5,52 C5+
13 | F | 13 [2412 78 58.4 140 105 72 A7 82.0 3,13 cs-
14 | F [15.75/34,51 108,3 87.9 99 60 50 37 86,0 4,54 cs5-
15 | m | 15 [2350 78.8 714 171 59 103 56 96.0 4,10 cs-
16 | m [15.83[2528 90,3 B80.0 126 53 51 64 93.0 3.29 cs5-
17 | m [129(3376 103.,6 77.9 112 72 41 57 87 7.04 cs5-
18 | m f12.8[29.27 94.8 71.7 212 102 144 48 95.0 7.34 cs-
20 | m [13.3[23.76 B7.8 70.2 206 126 126 55 79.0 11,12 cs5-
21 | F [12.05]2463 82.8 58,8 151 124 101 25 77.0 9,16 cs-
22 | m [ 12 [2560 91 50,3 216 162 126 58 92 3,00 cs5-
23 | ™ [12,15]35,99 1134 955 6,62 cs-
24 | m | 15 [28.86 100,8 B9 3.49 c5+
25 | ™ [10.21[38,00 109,3 747 158 49 75 73 35 4,86 cs-
26 | M [14.82[3565 116,3 99.9 123 62 70 41 .88 C5-
27 | F | 14 [33.10 103,6 90 158 202 81 37 5,94 C5-
28 | m J1528[2847 94,2 89,9 197 115 124 50 ) 7.46 C5-
a5 | F l12.45[26.45 91,9 67.7 149 85 86 46 93 9.28 C5+
50 | M 1453196 104,1 99.0 165 232 85 34 99.0 5,31 C5-
51 | m 1192602 83,9 61,3 171 108 107 42 102,0 5.25 C5-
52 | m J1508[26.42 92,5 722 137 70 90 33 85.0 6,61 C5-
53 | ™ 29,00 91,7 637 8.05 cs5-
54 | F [15.75]31,89 91,7 78.9 150 51 103 35 89.0 5.31 c5+
55 | F [|14.4 29,09 100,1 82,3 125 76 73 a7 82.0 12,30 cs5-
56 | m [14.75]29,19 99,9 78.7 148 133 79 42 102 27,50 cs-
57 | M |135|27,61| 25,646 957 | 88,5 | 846 | 789 | 157 | 135 | 85 | 86 | 90 | 70 | 50 | 48 | 85 | 94 | 834 | 6,89 cs5-
58 | m [ 12 [2251 78 48,9 143 41 95 40 85.0 5,50 cs-
60 | M [11.9[29.17 94,1 70 197 269 103 40 102 8.73 c5-




039
| 040
o041
042
043
044
045
046
047
048
049
050
051
052
053
054
055
056
057
058
' 059
' 060
061
| 062
| 063
| 064
065
066

61 F 12 129,18 91,5 71,2 154 92 91 45 88,0 15,53 C5-
62 F 154 (256725709 78,7768 | 740 | 743 | 136 115 56 | 63 | 86 64 3% | 38 [109.0{102,0] 5,67 4.99 C5-
63 F 113 [2467 89,5 674 194 131 123 45 7.0 8,21 C5-
64 M §14,08|30,85 107,9 99,3 6,56 C5-
E5 F_ |15,25(3224 111,2 95,7 232 101 167 47 856 14,42 C5-
E6 M §11,5]|2642(25081)942 | 901 | 643 | 619 [ 130 146 68 | 44 | B4 82 | 52 | 55 | 96 | 98 | 18.08 | 6,74 C5-

7 F 1123 (34,03 1073 94.9 182 238 100 34 84,0 9,80 C5-
£ M §14,8 27,68 95,2 88.0 198 112 133 43 93,0 10,70 C5-
70 M J10,25|23,78 81,3 51,8 146 209 70 34 94,0 6,86 C5-
71 F 15 |38,61 1213 103,2 162 273 64 43 76,0 3,88 C5-
72 M J12.4 12996 102.8 71.7 102 89 38 45 89.0 11,37 C5+
73 F_ J13,75[30.41 895.9 76.1 104 69 45 41 52,0 3,28 C5-
74 F 13 |24.22 86,3 70.5 158 269 67 37 83 4,66 C5-
75 F 12 (26,70 854 64,8 146 70 92 40 88 10,50 C5+
76 M §10.5031,08) 2850 | 989|919 | 69 | 649 | 163 139 | 167 | 47 | 88 a1 42 | 45 | 94 89 | 10,30 | 6,13 C5-
77 F 1123 [2366 76,3 53.6 171 75 101 55 82,0 11,10 C5-
78 F )13,25(27.97 95,2 66.6 160 116 92 45 87,0 14,71 C5-
go F }12,05/24,63 82,8 58.8 151 124 101 25 89,0 13,62 C5+
g1 M §13.8 25,71 88,7 67.8 132 4 76 48 93,0 8,43 C5-
82 F ]15,08/29,61 99,2 74,1 124 69 70 40 92,0 7,63 C5-
83 M §10,25|29,67 1023 66,5 164 67 95 56 95 5,91 C5-
g4 M §15,5|31.24 108,6 99.3 175 145 102 44 86,0 7,72 C5-
g5 F 15 |25,72 88,9 73,9 138 79 75 48 86,0 3.28 C5-
ge F |14,25/2587 80,6 66.8 148 96 44 84,0 6,51 C5-
87 F |13,75[40,14 113 98,3 170 140 100 42 81,0 299 C5-
ge F _|10,75[34,16 119,2 91,2 144 106 75 48 89,0 749 C5-
gs F |13,75[/2743 90,7 71,2 198 84 135 46 100,0 9.9 C5-
90 F 12,6 3267 100,8 79.8 134 76 85 34 87,0 5,95 C5-
El F 16 30,93 100 89.5 123 56 70 42 52,0 5,40 C5-
92 M §14,6 (3275 109,8 922 138 124 67 46 89 6,98 C5-
93 F |714,6[27,33| 27,039 | 88,4 [ 86,3 | 634 [ 628 | 134 137 93 | 59 | 84 85 | A 40 | 95 | 104 | 7,60 6,61 C5-
94 F 135 (31,04 94,7 84.3 102 104 47 34 98 7.40 C5-
95 M 12 | 27,36 =) 67.0 143 81 85 42 111,0 9,57 C5-
96 F 1133([37.18 1147 86.7 147 99 7 a0 30 2,20 C5-
98 M J11,3]|2843 99 748 144 185 71 36 94 6,85 C5-
99 F J12,85(27,04 89,5 73 178 47 126 43 S0 6,49 C5-
00)] F 12 (26,84 83.8 62.0 216 293 111 46 92.0 349 C5-
101 M §11,05|2531) 23262 | 926 | 842 | 661 | 631 | 135 130 53 3 68 66 | 96 | 56 | 96 | 103 | 421 4.13 C5-
102 ) ™M 12 25[26,55 70.1 110 111 59 29 86.0 247 Cc5-
103 ] F J14,5([3577| 35116 |107.6[ 107 | 941 [ 925 | 202 225 [ 22T | 93 | 124 [ 165 | 33 | 41 91 95 279 3,76 C5-
105 ] F J13,75|30,41 76,1 104 69 419 41 92,0 6,15 C5-
108 | F 153 (40,03| 37,644 127 4|1 116,5 | 1123[ 107 | 167 178 | 182 | 140 | &7 97 | 44 53 | 106 | 102 | 6,85 6,76 C5-




109 F |10,5|3060{30,228|96,9 | 948 | 682|703 | 139 141 92 | 73 |77 78 | 44 | 48 | 83 98 8,43 4,30 C5-
110 F §15,5|27,35 87,9 784 196 178 67 | 47 [ 128 | 126 [ 55 [ 43 | 90 96 | 4,08 5.48 C5-
111 M ] 14.8 | 30,38 106,3 82,6 131 o6 76 44 96 5,39 C5-
112 ) M 4.75|26,17 91,3 777 147 62 91 44 a7 5,62 C5-
114 F 115,08|28,12 96,4 67,2 137 49 85 42 65,0 11,70 C5-
115 ) M 121 |25,57 96 59.3 121 45 72 40 80,0 17.87 C5-
118 F §123|3335 109,2 95,7 212 97 152 41 79.0 15,19 C5-
121 F 13 [31.47 108 83.6 182 262 82,6 11 95 6,71 C5-
1221 M 10 (25,54 25991 [ 84,1 ) 839 | 445 | 466 | 172 170 1268 | 119 (914 | 108 ) 55 | 39 | 89 g1 11,26 | 4,18 C5-
123 F 12 (2722 89,9 65.4 162 155 83 48 80 5.86 C5-
1241 M 13 [30.51 1005 85.1 168 171 89.8 44 71 7,20 C5-
1251 M 13 36,79 1153 102.6 150 174 71,2 44 100 8,49 C5-
126 | M 10 [28.44) 29227 | S0 95 | 998 | 623 | 86 115 118 | 75 [264 | 69 [ 36 [ 31 82 99 5,10 4,62 C5-
1271 M 10 (2525 744 474 84 68 224 37 74 6,94 C5-
1281 M 11 (3049 93,1 67.7 154 108 942 38 82 7,70 C5-
1291 M 12 (3922 124 104.2 181 156 110 39 79 8,16 C5-
120 M 12 |28,51 821 68,5 224 316 123.8 37 102 11,18 C5-
131 F 11 |27,03) 26,660 | 95 92 60 | 992 | 141 196 106 | 122 (706 |926) 49 | 39 | &84 a7 8,77 9.97 C5-
1221 M 12 32,09 92,1 72,2 158 64 92,5 20 86 4,91 C5-
133 F 14 |29,32) 28,361 [102,5) 99 | 732 | 70,8 | 139 163 53 | 34 854|962 63 [ B0 | 95 a7 3.66 3,52 C5-
1241 M 10 |2559) 24664843 | 80,1 | 516 | 52 148 135 110 ) 135 | 82 [958 44 32 | &7 83 5,35 5,03 C5-
126 ] M 11 |37,.48) 37,305 [110,2) 109 | 912 | 955 | 2 212 136 | 84 [1234(1542) 50 | 41 83 82 7,30 5,20 C5-
137 F 12 128,85 103.,5 88,3 173 171 97.8 41 80 4,45 C5-
1291 M 14 (44,45 120,2 114.8 250 194 167 44 114 7,72 C5-
140 F 9 12590 93 21,5 177 119 114,2 39 a7 5,89 C5-
141 M 15 [48,64 123,59 115,2 232 95 ) 95 103 3,99 C5-
146 1 M 12 |32,37 1086, 1 86 207 2582 112,6 38 84 10,20 C5-
147 F 14 |26,04) 25275 | 104 | 102 | 727 | 705 | 216 214 88 | 94 [1424|128,2] 56 | &7 | 82 86 5,73 5,59 C5+
148 | M 16 |35,86) 33,292 110,68 1089 |109,2| 104 [ 166 153 104 | 82 [106,2| 866 39 [ 50 | &4 81 7,90 4,25 C5-
149 F 11 (29,34 104 70.9 142 75 89 38 72 6,00 C5-
151 F 10 |26,00] 25,301 | 83 84 [ 917 ]| 521 | 161 181 172 ) 142 [ 876 [101,6] 39 | 51 95 89 | 1028 | 6,78 C5-
1521 M 11 |26.44 83,9 51,9 187 99 103,2 64 a7 7,78 C5-
1551 M 13 |35,03) 35268 | 107 |105.1) 925 | 959 | 130 144 55 | 90 [ 71 72 | 485 | 54 | &8 93 9,85 4,94 cs-
158 F 10 [34.31) 34024 [107,5) 108 | 835 | 828 | 167 149 94 73 |1142|864 [ 34 | 48 | 97 a7 6,10 4,07 C5-
156 ] M 11 (31,24 67.5 155 307 51.9 41.7 79.8 5,74 C5-
1571 M 11 |2688| 26459 | 94 96 (716 | 703 | 123 134 41 33 |628 814 52 | 45 [ 90 84 6,13 | 13,04 C5-
158 F 11 [2384|23841(855| 84 a4 | 537 | 171 158 76 | 51 [107.6)/898 ] 48 [ 58 | &3 91 7.57 3.73 C5-
160 ] M 10 [2339] 22464 ] 85 | 836 | 465 | 46 147 135 150 ) 85 [ 7O 77 | 47 | 41 84 a0 7,75 6,37 C5-

NOTA: As siglas da tabela representam: A: Amostra; N: Numeragdo; S: sexo: (F-Feminino / M-Masculino); ID: idade; IMC: indice de massa corporal, CA:
circunferéncia abdominal; P: peso; COLEST: colesterol total; TRIGL: triglicérides; LDL: colesterol LDL; HDL: colesterol HDL; GLIC: glicose; ATIV: atividade
enzimatica BChE; CHE2: loco CHE2 (C5+ ou C5-). Os valores 1 e 2 indicam respectivamente antes dos exercicios e apds os exercicios.
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