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RESUMO

A obesidade € uma doenca epidémica que pode levar a sérias complicacées como
diabetes, doenca cardiovascular, hipertensédo e cancer. A adolescéncia € um periodo
da vida em que ocorrem muitas mudancas corporais e 0 excesso de peso nessa
fase parece estar associado a varios efeitos adversos que eram observados apenas
em adultos. A interacdo de fatores genéticos e ambientais determinam a saude
humana e regulam vérias fungbes metabdlicas que levam a deposi¢cdo de gordura
corporea. Este trabalho teve como objetivo investigar a associacéo entre obesidade
juvenile variantes dos genesGHRL, PLIN4, ADIPOQ e HSD11B1.Adolescentes com
excesso de peso (n=117, 10-16 anos)participantes de um projeto de 3 meses de
exercicios fisicos aerdbios (100 min, 3 vezes por semana, totalizando 36 sessdes) e
orientacdo nutrcional por meio de palestras. Todos tiveram DNA genotipados para
polimorfismos relacionados com obesidade dos genes GHRL, PLIN4, ADIPOQ e
HSD11B1. As variaveis massa corporal (MC), indice de massa corporal escore-
Z(IMC Escore-Z), circunferéncia abdominal(CA), pressdo arterial sistélica (PAS),
pressao arterial diastélica (PAD), porcentgem de gordura corporal (% GC), massa
corporal gorda (MG), massa corporal magra (MM), colesteol total (CT), colesterol
HDL (HDL-C), colesterol LDL (LDL-C), triglicerideos(TG), glucose em jejum (GLU 0),
glucose ap6s 120 min (GLU 120), insulina em jejum (INS 0), insulina ap6s 120 min
(INS 120), Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR), Quantitative Insulin
Sensivity Check Index (QUICKI), frequéncia cardiaca em repouso (FC REP),
Frequénia cardiaca méaxima (FC MAX), consumo de oxigénio de pico (VO PICO),
consumo de oxigénio absoluto (VO, ABS) foram medidas ou calculadas antes e
apos a intervencédo de exercicios fisicos aerébios e orientacdo nutricional. O teste t
foi utilizado para comparacdo entre as meédias das variaveis e a andlise de
regressao multipla foi utilizada para testar a hipétese de que as variaveis séo fatores
de risco indepentedes para a obesidade. Apos os 3 meses, houve reducdo
significativa (p<0,05) para as variaveis MC, IMC-escore Z, CA, %GC, MG, TG, GLU
120, INS 0, INS 120, HOMA — IR, FC REP e FC MAX. As variaveis MM, HDL-C,
QUICKI, VO, pico e VO, abs sofreram aumento significativo. ApGs a intervencao, o
alelo T276 atuou como um fator de risco independente na redugao de CA (B =2,5 %
1,26, p = 0,04), INS 0 (B = 30,86 + 16.499,2, p = 0,0001) e HOMA-IR (B = 21,07 %
18.438,5, p = 0,02), mostrando estar associado a obesidade e sensibilidade a
insulina. O alelo T do polimorfismo rs12086634 do gene HSD1131 atuou como fator
de risco independente na reducédo da PAS (p = 1,86 + 0,92, p = 0,02) e %GC (B =
1,79 + 0,95, p = 0,04), mostrando estar associado a obesidade e controle da presséo
arterial. O alelo A do polimorfismo rs846910 do gene HSD1181 atuou como fator de
risco independente na reducao da INS O (B =-21,4 + 13.355,6, p = 0,002) e HOMA-
IR (B =-21,4 £ 13.485,1, p = 0,01), mostrando estar associado a sensibilidade a
insulina. O alelo T do polimorfismo rs696217 do gene GHRL atuou como fator de
risco independente na reducdo da PAS (B = -22 + 18.841,4, p = 0,003), mostrando
estar associado ao controle da presséo arterial.



ABSTRACT

Obesity is an epidemic disease that can lead to serious complications such as
diabetes, cardiovascular disease, hypertension and cancer. Many body changes
occur in adolescence, and overweight or obesity at this stage appear to be
associated with various adverse effects previously observed only in adults. The
interaction of genetic and environmental factors determines human health and
regulates various metabolic functions that lead to fat deposition in the body. The aim
of this study was to investigate the association between juvenile obesity and variants
of GHRL, PLIN4, ADIPOQ and HSD11B31 genes. Overweight adolescents (n = 117,
10-16 years) participated a 3 month lifestyle intervention program composed of
exercise (100 min, 3 times per week, totalizing 36 sessions) and nutricional
guidance. All had their DNA genotyped for polymorphisms related to obesity of
GHRL, PLIN4, ADIPOQ and HSD1131 genes. Body mass index (BMI) for age, waist
circumference (WC), systolic blood pressure (SBP), diastolic blood pressure (DBP),
body fat percentage (%BF), fat mass (FM), lean body mass (LBM), total cholesterol
(TC), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low density lipoprotein cholesterol
(LDL-C), triglycerides (TG), fastin glucose (GLU 0), glucose after 120 min (GLU 120),
fasting insulin (INS 0), insulin after 120 min (INS 120), Homeostasis Model
Assessment Insulin Resistance (HOMA-IR), Quantitative Insulin Sensitivity Check
Index (QUICKI), resting heart rate (RHR), maximal heart rate (MHR), peak oxygen
uptake (VO, peak) and absolute oxygen uptake (VO, abs) were measured or
calculated before and after the lifestyle intervention program. T-test was used for
comparisons between the variables means and multiple regression analysis was
used to test the hypothesis that the variables are independent risk factors for obesity.
After 3 months, there were a significant reduction (p <0.05) in weight, BMI Z-
score,WC, RHR,%BF, FM, TG, GLU 120, INS 0, INS 120 and HOMA - IR and MHR,
LBM, HDL-C, QUICKI, VO, peak and VO, abs were significantly increased. During
lifestyle intervention program the T276 allele acted as an independent factor in the
decrease of WC (3 =2,5+ 1,26, p =0,04), INS 0 (p = 30,86 + 16.499,2, p = 0,0001)
and HOMA-IR (B = 21,07 = 18.438,5, p = 0,02), demonstrating that this allele is
associated to obesity and insulin sensitivity. T allele of rs12086634 polymorphim
acted as an independent risk factor in the decrease of SBP ( = 1,86 + 0,92, p =
0,02) and %BF (B = 1,79 = 0,95, p = 0,04), demonstrating that this allele is
associated to obesity and blood pressure control. A allele of rs846910polymorphism
acted as an independent risk factor int the decrease of INS 0 (B = -21,4 + 13.355,6, p
= 0,002) and HOMA-IR (B = -21,4 £ 13.485,1, p = 0,01), demonstrating that this allele
is associated to insulin sensitivity. T allele of rs696217polymorphism acted as an
independent risk factor in the decrease of SBP (B = -22 + 18.841,4, p = 0,003),
demonstrating that this allele is associated to blood pressure control.
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1. INTRODUCAO

A obesidade é caracterizada por acumulo de gordura ou tecido adiposo
(GIBNEY; VORSTER; KOK, 2005), como consequéncia do desequilibrio entre a
ingestdo de alimentos e a energia gasta. O excesso de energia é armazenado na
forma de triglicerideos , que em algumas situacfes podem se multiplicar, o que
depende da fase da vida e do tamanho do adipdcito (BRAY, 2004).

A obesidade é uma doenca epidémica que pode levar a sérias complicacdes
como diabetes, doenca cardiovascular, hipertensdo e cancer. Essas complicacoes
resultam de dois fatores: aumento do tecido adiposo e aumento da secrecdo de
produtos patogénicos provenientes das células de gordura aumentadas. As células
adiposas aumentadas podem produzir danos ao organismo, ou por causa do
peso/massa de gordura extra, ou pelo aumento da secre¢do de acidos graxos livres
e varios peptideos(BRAY, 2004).

O excesso de peso em criancas e adolescentes € ainda mais preocupante.
Quanto maior o tempo que uma crianga permanece com excesso de gordura, maior
a probabilidade de esse estado permanecer durante a adolescéncia e fase adulta
(MAHAN; ESCOTT-STUMP, 1998).

A adolescéncia € um periodo da vida em que ocorre muitas mudancas
corporais no peso, estatura, composi¢ao corporal, transformacgdes fisiologicas nos
orgdos internos, desenvolvimento circulatério e respiratdério e crescimento 0sseo
(DUARTE, 2007). O sobrepeso ou obesidade na adolescéncia parecem estar
associado a varios efeitos adversos da saude como doencga cardiaca coronaria,
aterosclerose, cancer colorretal, gota e artrite (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 1998).

O sobrepeso e a obesidade eram conhecidos como problemas de saude de
paises desenvolvidos. Mas cada vez mais esta crescendo 0 numero de pessoas
afetadas por essa doenca nos paises em desenvolvimento. O motivo do surgimento
dessa epidemia foi a mudanca global de habitos de vida. Os principais fatores que
levaram a essa mudanca sdo os alimentos com elevada densidade caldrica,
gordura, sal e acucar, e o aumento do sedentarismo, devido ao meio de vida
moderno (WHO, 2005).

A interacdo de fatores genéticos e ambientais determina a saude humana, e

regula varias funcdes metabolicas que levam a deposicéo de gordura corporea, fluxo



sanguineo alterado no sistema cardiovascular, dentre outros. A modulacdo do
metabolismo lipidico e glicidico (e também o seu resultado, como a obesidade)
envolve diferentes genes, e a interacdo destes com fatores ambientais, como a
alimentacado (RICCARDI et al., 2004) e atividade fisica (LUSIS et al., 2008).

Os genes candidatos escolhidos para esta pesquisa ja foram relacionados a
obesidade; gene HSD11B1(codificador da 11B hidroxiesterdidedesidrogenase tipo
1); gene GHRL (codificador da grelina); gene PLIN4 (codificador da perilipina 4) e
gene ADIPOQ (codificador da adponectina).

A analise de varios polimorfismos genéticos correlacionada aos dados
antropomeétricos e clinicos - peso, estatura, circunferéncia abdominal, IMC-escore Z,
bioimpedancia elétrica (BIA) - bioquimicos -hemograma, dosagens de glicose,
insulina, colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL-C), lipoproteina
de baixa densidade (LDL-C) e triglicérides (TG) - aptiddo cardiorrespiratéria e
determinacdo do gasto metabdlico em repouso (GMR), podem elucidar questdes
ainda desconhecidas na obesidade. Esses dados serdo ainda correlacionados com
o programa de atividade fisica aplicado nos adolescentes.

A presente dissertacdo estar4 apresentada no formato exigido pelo
Departamento de Genética da UFPR, e constara de: introducdo, objetivos geral e
especificos, justificativa, capitulo | (no qual sera apresentado o artigo 1), capitulo Il
(no qual sera apresentado o artigo 2), discussao geral, conclusdes e referéncias.
Materiais e métodos estdo apresentados em apéndice. Desse modo, 0 presente
estudo pretende investigar a associacdo entre obesidade precoce, incluindo
diferencas nas respostas a atividade fisica, e variantes dos genesGHRL, PLIN4,
ADIPOQ e HSD11B1.



2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar a associacdo entre obesidade juvenil e variantes dos genes
GHRL, PLIN4, ADIPOQ e HSD11B1, verificando se existem diferencas na resposta
terapéutica com exercicios fisicos aerobios.

2.2 ESPECIFICOS

1) Calcular frequéncias alélicas, genotipicas dos polimorfismos estudados
(polimorfismo rs1501299 G276T do gene ADIPOQ, variantes intrénicas rs846910 e
rs12086634 do gene HSD11B1, polimorfismos rs696217 L72M do gene GHRL
ers8887 G11482A do gene PLIN4) e compara-las com dados da literatura.

2) Investigar associacao entre o perfil genético (polimorfismo rs1501299 G276T do
gene ADIPOQ, variantes intronicas rs846910 e rs12086634 do gene HSD11B1,
polimorfismos rs696217 L72M do gene GHRL ers8887 G11482A do gene PLIN4) e
diferencas na resposta a terapéutica com exercicios fisicos aerdbios no grupo de

adolescentes com excesso de peso.

3) Verificar associacdo, em uma analise conjunta, entre os dados estudados (genes,
ADIPOQ , HSD11B1, GHRL e PLIN4), obesidade precoce e resposta aos exercicios

fisicos aeroébios.



3. JUSTIFICATIVA

A obesidade é fator de risco para varias doencas, como diabetes mellitus 2,
hipertensédo, doencas cardiovasculares, calculo na vesicula e dislipidemia. Além de
ser um grande problema cientifico e de saude publica, ela também envolve a
indastria, com o desenvolvimento de farmacos e alimentos modificados, e
estratégias governamentais que estimulem habitos alimentares saudaveis e a pratica
regular de exercicios fisicos (FRANCISCHI etal., 2000).

Essa doenca esta presente tanto em paises desenvolvidos quanto em
paises em desenvolvimento, e sua prevaléncia aumentou substancialmente nas
décadas de 1980 e 1990 (OWEN etal., 2005). Na Gra-Bretanha a obesidade dobrou
de 1980 a 1991 e é considerado um grande problema de saude publica
(CARNEIROetal., 2000).

Pesquisar genes relacionados a obesidade em adolescentes se faz
importante, pois a adolescéncia representa um periodo critico para desenvolver o
excesso de peso. Nessa fase o individuo adquire aproximadamente 25% da sua
altura final e 50% da sua massa corporal. O risco de um adolescente obeso
continuar assim na fase adulta € cerca de 80% (CAMPOS etal., 2007).

Vérios estudos tém demonstrado correlacdo entre os polimorfismos G276T
do gene ADIPOQ, L72M do gene GHRL, G11482A do gene PLIN4, e variantes
intrénicas rs846910 e rs12086634 do gene HSD11B1 e a obesidade (ROBITAILLE
et al., 2007; DERAM et al., 2008, MOLERES, et al. 2012; GAMBINERI et al. 2011).
Apesar disso, essas interacfes nao estdo claras e outros estudos sdo necessarios
para confirma-las e melhor compreendé-las.

A obesidade é uma doenca causada por fatores genéticos e ambientais. A
analise de ambos € necesséaria para futuramente se descobrir um meio de
prevencao e tratamento dessa doenca.

O presente trabalho pretende correlacionar dados genotipicos com dados
antropometricos, bioguimicos, clinicos e intervencao dietética e fisica, com SNPs em
quatro genes ja previamente relacionados com a obesidade. A investigacao
concomitante de varios genes possibilita analisar as interacdes entre eles, e seu

efeito combinado sobre as variaveis acima citadas.



4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 HISTORICO DA OBESIDADE

7

A obesidade é provavelmente o distirbio metabdlico mais antigo pois
existem relatos que datam da época das mumias egipcias e esculturas gregas
(BLUMENKRANTZ, 1997). Existem registros deindividuos obesos ja4 na época
paleolitica, h4 mais de 25.000 anos atrds(HALPERN, 1999).

Na pré-histéria, a comida era escassa e o esfor¢co para conseguir alimentos,
a maior exposicao ao frio e a constante movimentac&o para conseguir um lugar para
se abrigar, exigiram dos homens pré-histéricos grande capacidade para estocar
energia e obter protecdo térmica. Existiam mecanismos que facilitavam esse
estoque de energia, como genes para promover a adipogénese, pProcessos
enzimaticos, etc. A producdo de gordura era constante, porém ela também era
rapidamente metabolizada para prover as grandes necessidades caldricas
requeridas todos os dias (HALPERN, 1999).

Ha mais de 2000 anos existe informacdes sobre os efeitos que o excesso de
peso causa em relagcdo a morbidade em todas as faixas etarias e mortalidade no
adulto e idoso. Hipdcrates afirmou que a morte subita era mais comum em pessoas
com excesso de peso do que nas magras. Em 1760, o fisiologista MalcomFlamyng
notou que o peso exagerado devia ser considerado uma doenga, visto que ele podia
obstruir as fungcdes normais no animal e tinha uma tendéncia a encurtar a vida e
levar a doencas perigosas (BRAY, 2004).

Segundo Eaton etal. (1998) a composicdo genética do homem mudou pouco
durante os ultimos 10.000 anos. Contudo, nesse periodo o estilo de vida mudou
drasticamente, levando a genética a ndo ser mais compativel com o meio de vida
atual.

Atualmente a obesidade é considerada uma epidemia presente em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. Apos a revolugéo industrial deu se inicio a
uma transicao nutricional, que se acentuou na metade do século XX. A dieta passou
a ser rica em gorduras, acucares e alimentos refinados devido a entrada dos
alimentos industrializados no mercado. Os carboidratos complexos e fibras

diminuiram na alimentagdo chamada ocidental. Essa dieta com alta densidade



caldrica, aliada com o aumento do sedentarismo, sdo um dos principais fatores para
0 aumento da obesidade em escala mundial (FRANCISCHlet al., 2000).

4.2 A OBESIDADE

A obesidade € definida como o acumulo excessivo de energia corporal, na
forma de gordura ou tecido adiposo. O excesso de gordura é resultante do balanco
energético positivo, ou seja, quando a ingestdo de alimentos € maior do que o gasto
energético (GIBNEY; VORSTER; KOK, 2005).

O tecido adiposo desempenha papel de reserva energética e protecao
térmica. Além disso, ele também €& considerado uma estrutura enddcrina, pois
produz a leptina, a adipsina (o grupo em que a adiponectina esta contida), o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), o inibidor do ativador do plasminogénio (PAI1) e o
angiotensinogénio (HALPERN, 1999). Assim, esse tecido controla o metabolismo
energético secretando moléculas chamadas adipocitosinas, as quais sdo capazes de
sinalizar e regular funcdes do proéprio tecido adiposo e também de outros tecidos e
orgdos (NICOLAU, 2008).

4.2.1 Indicadores de obesidade

A forma mais aceita para estimar o estado nutricional € o indice de massa
corporal (IMC). E calculado dividindo-se o peso (em Kg) pela estatura elevada ao
quadrado (em m?). O resultado é expresso em Kg/m? (GIBNEY, VORSTER; KOK,
2005). A classificacdo do estado nutricional em adultos estd demonstrada na Tabela
1.



IMC Classificacao
<16 Desnutricao grau 3
16— 16,99 Desnutrigao grau 2
17 - 18,49 Desnutrigao grau 1
18,5 -24,99 Normal
25— 29,99 Sobrepeso ou Pré-obesidade
30— 34,99 Obesidade grau 1
35-39,99 Obesidade grau 2
240 Obesidade grau 3

Tabela 1 - indice de Massa Corporal.
Fonte: OMS, 1995,1997.

Em adultos o sobrepeso é definido pelo IMC entre 25 e 29,99, e a obesidade

pelo IMC maior que 30 (GIBNEY; VORSTER; KOK, 2005).

Em adolescentes os valores de ponto de corte estao relacionados a idade e
sexo, devido ao crescimento e dimensdo corporal diferenciados entre individuos
dessa faixa etaria. Essas diferencas se devem principalmente aos aspectos da
composicdo corporal e aos horménios relacionados a maturacdo sexual. O critério
de IMC mais atual para classificagéo utilizadoem criancas e adolescentes de 5 a 19
anos € o da Organizacdo Mundial da Saude - OMS 2007, que considera o0 sexo e a
idade (IBGE, 2010). As curvas consideram como ponte de corte para sobrepeso e

obesidadeos percentis 85 e 97, respectivamente (Tabela 2, Gréfico 1 e 2) (MELO,

2011).
Valor encontrado na crianca

< Percentil 0.1 < Escore z -3

= Percentil 0.1 e < Percentil 3 > Escore z -3 e < Escore -2
> Percentil 3 e < Percentil 85 > Escore z -2 e < Escore +1
> Percentil 85 e < Percentil 97 > Escore z +1 e < Escore +2
> Percentil 97 e < Percentil 999 > Escore z +2 e < Escore +3
> Percentil 99.9 > Escore z +3

Tabela 2 - Valores de referéncia para diagndstico do estado nutricional utilizando as curvas

de IMC para idade.

Fonte: Organizacdo Mundial de Saude, 2007.

Diagnéstico nutricional
Magreza acentuada
Magreza
Eutrofia
Sobrepeso
Obesidade
Obesidade grave
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Grafico 1 - Grafico de percentil do IMC para meninos de 5 a 19 anos de idade.
Fonte: Organizacdo Mundial de Saude, 2007.
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Gréfico 2 - Grafico de percentil do IMC para meninas de 5 a 19 anos de idade.
Fonte: Organizacdo Mundial de Saude, 2007.



4.2.2 Prevaléncia da obesidade precoce no mundo e no Brasil

A obesidade infantil cresce aceleradamente no mundo. Em 1990 o
sobrepeso e obesidade em criancas era de 4,2%, e aumentou para 6,7% em 2010.
Em 2010 a estimativa de criangas com sobrepeso e obesidade era de 43 milhdes,
sendo que 35 milhdes dessas criancas eram de paises em desenvolvimento. A
tendéncia para os préximos anos é que a prevaléncia aumente, sendo a estimativa
para 2020 de 9,1% (60 milhdes) (ONIS, BLOSSNER, BORGHI, 2010). Segundo a
OMS (WHO, 2009), mais de 22 milhdes de criancas no mundo foram classificadas
acima do peso.

O sobrepeso e obesidade também se apresentam altos em paises em
desenvolvimento. A prevaléncia de sobrepeso e obesidade em criancas na Africa foi
de 8,5% em 2010, e o esperado é atingir 12,7% em 2020 (ONIS, BLOSSNER,
BORGHI, 2010). No estudo de Daigre et al. (2012) com 300 criancas (5-14 anos), foi
estimado que a prevaléncia de excesso de peso era de 15,4% em Guadaloupe, 17%
em Martinica, 13,2% na Guiana Francesa e 17,2% na Polinésia Francesa.

A prevaléncia da obesidade e sobrepeso em criancas Iranianas se manteve
relativamente constante nos anos 2000. Apesar disso os indices se mostraram altos,
(obesidade 5,1% e sobrepeso 10,8%). Foi notado uma diferenca entre sexos, sendo
gue meninas apresentaram menor prevaléncia de obesidade e maior prevaléncia de
sobrepeso quando comparadas aos meninos (KELISHADI et al., 2014).

Em paises desenvolvidos, como os Estados Unidos, os nimeros sé@o ainda
mais alarmantes. Em 2007-2008 foi estimado que mais da metade dos adolescentes
apresentavam sobrepeso e 19% eram obesos (OGDEN et al, 2010).

O Brasil tem mostrado alta prevaléncia de sobrepeso e obesidade precoce.
O censo do IBGE (2009) constatou que, em escolares do nono ano do ensino
fundamental das capitais brasileiras, 15,4% se encontravam com sobrepeso e 6,8%
com obesidade.

Segundo a Ultima pesquisa de orcamentos familiares (POF) realizada em
2008-2009 (IBGE, 2010), tanto no sexo masculino quanto no feminino, cerca de 20%
dos adolescentes (10 a 19 anos) estavam com excesso de peso, 0 que excedeu em
seis vezes a frequéncia de déficit de peso. Desses 20% de excesso de peso, cerca

de um quarto eram casos de obesidade.
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4.3 FATORES DE RISCO PARA A OBESIDADE

A obesidade € uma doenca complexa, e seu fenotipo deriva de multiplas
causas. A influéncia dos genes nessa doenca pode ser atenuada ou exacerbada por
fatores ambientais e interagbes psicossociais que atuam sobre mediadores
fisiologicos de gasto e consumo energético (FRANCISCHI etal., 2000).

A alimentacdo € um dos principais fatores de risco para a obesidade. O
excesso de consumo de alimentos energéticos, principalmente lipideos, favorece o
aumento da adiposidade. O numero de refeicdes também influencia, sendo que
individuos que consomem varias refeicbes pequenas tendem a ter menor peso do
gue os que consomem poucas refeicdes grandes (FRANCISCHI etal., 2000).

A industrializacao e urbanizacdo em varias partes do mundo estdo causando
a transicao nutricional, com o aumento do fornecimento de energia pela dieta e
reducdo da atividade fisica. Esse estilo de vida pode ser chamado de ocidental
contemporaneo, e vem contribuindo para o aumento do sobrepeso e obesidade. Na
populacao infanto-juvenil existem outros fatores agravantes, como o desmame
precoce e introducdo de alimentos caléricos desde os primeiros anos de vida.
Criancas e adolescentes ndo tém mais tantas opc¢des para atividades ao ar livre
(incluindo atividade fisica) e as formas de lazer sdo sedentarias, como jogos de
computador e televisdo. Além disso, muitos individuos dessa faixa etaria ja precisam
se alimentar fora de casa, e optam por refeicbes rapidas, como refrigerantes,
salgadinhos, biscoitos e sanduiches. Os pratos tipicos brasileiros, como arroz, feijao,
carne e verduras, cada vez fazem menos parte do cardapio (TARDIDO, 2006).

Reilley et al. (2005) também associaram o sedentarismo com a obesidade
em criancas, pois o oddsratio para obesidade aumentou linearmente com o nimero
de horas/dia que as criancas assistiam televisdo. De modo geral, a medida que a
sociedade se torna mais moderna e desenvolvida, a pratica de atividade fisica
diminui, e com ela o gasto diario de energia (FRANCISCHI et al., 2000).

A obesidade na infancia e adolescéncia é fator de risco para a continuidade
da obesidade na fase adulta. Os individuos nessa faixa etaria ja apresentam
diversas complicacdes encontradas em adultos obesos, como resisténcia a insulina,
niveis séricos elevados de VLDL, LDL, triglicerideos, apolipoproteina B e diminuidos
de HDL colesterol e apolipoproteina A1 (CARNEIRO etal., 2000).
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No estudo prospectivo de Reilley et al. (2005), foi encontrada uma
associacao significativa entre o habito das maes de fumar cigarros entre a 282 e 322

semana de gestacdo com obesidade em criancas de 7 anos.

4.4 CONSEQUENCIAS DA OBESIDADE

A obesidade é fator de risco para varias comorbidades, como diabetes
mellitus tipo 2, hipertensdo, doencas cardiovasculares e dislipidemia (FRANCISCHI
et al., 2000).

A diabetes mellitus tipo 2 resulta da interacdo entre a predisposicao genética
e fatores comportamentais e ambientais. Existe forte evidéncia de que fatores como
a obesidade e sedentarismo sdo os principais determinantes ndo genéticos dessa
doenca (TUOMILEHTO et al., 2001). Além desses, fatores como cigarro, dieta com
baixo consumo de fibras e alto indice glicémico também estdo correlacionados com
a sua determinacgéao (HU et al., 2001).

Essa doenca € composta de um grupo heterogéneo de sindromes, e
caracterizada pela elevacdo da glicemia em jejum. O tipo 2 é resultante da
resisténcia a insulina combinada com incapacidade das células [ pancreaticas
produzirem quantidade adequada de insulina (CHAMPE; HARVEY; FERRIER,
2006).

A terapia para a diabetes mellitus tipo 2 inclui duas mudancgas principais:
reducdo da hiperglicemia e da gordura corporal. A hiperglicemia crénica esta
relacionada com danos a varios 6rgados, como rins, olhos, nervos, coracdo e vasos
sanguineos. A obesidade, principalmente a abdominal, esta associada a resisténcia
a insulina, hiperinsulinemia, hiperglicemia, dislipidemia e hipertenséo. Para diminuir
esses dois fatores as medidas incluem dieta adequada, pratica de exercicios
regulares e medicamentos (BOULE et al., 2001).

A pressao arterial € resultante de dois fatores principais, o débito cardiaco
(DC) e a resisténcia vascular periférica (RVP). O DC depende do volume sistélico e
da frequéncia cardiaca. Ja o RVP depende do estado do tbnus das pequenas
artérias e arteriolas (BOGLIOLO, 2011). Quanto mais alta a pressao arterial, maior o
risco de danos. Nao existe um limite exato no qual a pressao arterial seja prejudicial.
Mas em geral, uma presséo diastolica acima de 90 mmHg e uma pressao sistolica

acima de 140 mmHg sao consideradas hipertensdo (KUMAR et al., 2008).
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A hipertensdo arterial (HA) € um dos principais fatores de riscos para o
desenvolvimento da aterosclerose. Além disso, pode contribuir para o
desenvolvimento de acidentes vasculares cerebrais, hipertrofia e insuficiéncia
cardiaca, e insuficiéncia renal. A pressédo alta leva um excesso de fluxo sanguineo
aos tecidos e pode causar danos nos vasos sanguineos e orgaos (KUMAR etal.,
2008).

A doenca cardiaca € a principal causa de morbidade e mortalidade em
paises industrializados. Nos Estados Unidos ela é responsavel por 40 % de todas as
mortes pos-natais, o que totaliza aproximadamente 70.000 mortes/ano (quase 0
dobro do numero de mortes caudas por todas as formas de cancer) (KUMAR et al.,
2008). No Brasil, as doencas cardiovasculares ocupam o primeiro lugar entre as
causas de morte em adultos. Os tipos mais significativos sdo as doencas
cerebrovasculares (DCBV) e doencas isquémicas do coragdo (DIC), as quais
aparecem precocemente entre adultos entre 35 e 64 anos, e tornam-nas um
problema grave de saude publica (FERREIRA; FERREIRA, 2012).

A dislipidemia € uma doenca caracterizada por alteracbes na concentracao
de uma ou mais lipides/lipoproteinas presentes na corrente sanguinea (colesterol,
triglicerideos, lipoproteinas de alta [HDL] e baixa densidade [LDL]). Alteracbes desse
tipo no perfil lipidico sdo fatores importantes no desenvolvimento da aterosclerose
(FERNANDES et al., 2011).

A obesidade esta fortemente associada com a etiologia da dislipidemia, pois
as duas apresentam os mesmos fatores de risco (STADLER et al., 2011). Quando o
LDL-colesterol apresenta uma concentracdo elevada no sangue, suas moléculas
comecam a penetrar no espaco subendotelial. La elas sofrem oxidacdo pelas
espécies reativas de oxigénio. O LDL oxidado causa danos as estruturas proximas,
0 que sinaliza a vinda de mondcitos para elimina-lo. O resultado da absorcéo do LDL
oxidado pelos mondcitos € a formacdo de células espumosas, as quais liberam
substéancias toxicas que causam lesdo no endotélio celular e hipertrofia e hiperplasia
da musculatura lisa vascular. Todo esse processo desencadeia a ativacdo e
agregacédo de plaquetas, pela diminuicdo da producdo e disponibilidade do oOxido
nitrico, o que reduz a luz do vaso e gera isquemia de tecidos e 6rgaos. A medida
gue o processo inflamatoério progride, a aterosclerose se instala e atinge estagios
mais avancados (FERNANDES et al., 2011).



13

4.5 OBESIDADE E GENETICA

O aumento da obesidade tem sido atribuido em grande parte pelo estilo de
vida atual, mas os fatores genéticos desempenham um papel importante tanto na
predisposicao de ganhar peso como na dificuldade de perda do excesso desse peso
(DERAM et al., 2008).

4.5.1 Genes relacionados a obesidade

4.5.1.1118 hidroxiesterdidedesidrogenase tipo 1 (HSD11B1)

A enzima 11B hidroxiesteréidedesidrogenase (11p-HSD1) foi descoberta ha
60 anos por Amelung e colegas. O papel dessa enzima é catalisar a interconversao
entre 11 hidroxiglucocorticoide (cortisol e corticosterona) e formas 11 ceto (cortisona
e 11 dehidrocorticosterona). A 113-HSD1é uma enzima dependente de nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADP(H)) e amplamente distribuida nos tecidos
(SECKL et al., 2004).

A 11B-HSD1 controla em parte a concentracdo de cortisol nos tecidos, pois
ela converte a cortisona inativa em cortisol ativo (Figura 1). A secrecdo de cortisol é
controlada pelo eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal (HPA) (ANDREWS et al., 2002).
Esse eixo mantém a concentracdo dos glucocorticoides circulantes dentro de limites
fixos. A secrecdo do cortisol aumenta durante o dia e em situacdes de estresse, e
rapidamente pode ser atenuada pelo mecanismo de feedback negativo (SECKL et
al., 2004).
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Figura 1- Converséo de cortisol inativo em ativo pela enzima 778-HSD1.
Fonte: Secklet al., 2004, modificado.

Varias evidéncias tém demonstrado que a secrecdo elevada de cortisol, a
alteracdo do seu metabolismo ou 0o aumento da sensibilidade dos tecidos a esse
horménio, podem levar a resisténcia a insulina, hipertensdo e obesidade
(ANDREWS et al., 2002).

O cortisol € um horménio glicocorticoide, que estimula a gliconeogénese
pelo figado, reduz os depdsitos de proteinas em quase todas as células corporais
(exceto o figado), aumenta a concentracdo plasmatica de proteinas e mobiliza os
acidos graxos do tecido adiposo. A mobilizacdo de &acidos graxos eleva a
concentracdo dos mesmos no plasma, aumentando sua utilizacdo para gerar
energia (GUYTON; HALL, 2006).

Apesar de o cortisol provocar um grau moderado de mobilizacdo de acidos
graxos, 0 seu excesso leva a um tipo especifico de obesidade, com deposicdo de
gordura principalmente na face, torax e abdome. As ac¢bes do cortisol no
metabolismo lipidico sdo complexas. Ele aumenta o apetite e a ingestdo calorica,
induzindo a sintese de neuropeptideo Y (NPY) e receptores de NPY no hipotalamo,
e suprimindo liberacdo de horménio liberador de corticotropina (CRH) (GUYTON,
HALL; 2006; BERNE etal., 2004).

A HSD11B1 protege diretamente e indiretamente 0s receptores
mineralocorticéides. De forma direta ela limita a quantidade de glucocorticoides
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disponiveis no local e, de forma indireta, blogueia os receptores ja ligados,
inativando-os (BAILEY etal., 2011).
O gene da enzima HSD11B1 se localiza no braco longo do cromossomo 1

humano, como mostrado em vermelho na Figura 2 (ENSEMBL, 2012).

Chromosome 1: 209,859,510-209,908,295
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Figura 2 — Localizag&o do gene HSD11B1 humano.
Fonte: (ENSEMBL, 2012).

O gene € composto por 4éxons e 3 introns, de acordo com a Figura 3
(ENSEMBL, 2012).
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Figura 3 — Gene HSD11B1 humano.
Fonte: (ENSEMBL, 2012).

Dois promotores sdo responsaveis pela transcricdo do gene HSD11B1. O
promotor P2 predomina no metabolismo de tecidos ativos, e € transregulado pelo
fator de transcricdo C/EBPa (proteina a de ligagdo ao intensificador CCAAT). O
promotor P1 se localiza no éxon 1A (BRULEY et al., 2006).

Polimorfismos no promotor P2 (rs846910, G por A) e no intensificador
intrdnico (rs12086634, T por G) foram associados a diabetes mellitustipo 2 e
hipertensdo em trés populacdes diferentes (FRANKS et al, 2004; GAMBINERI et al.,
2011; NAIR et al, 2004; MORALES et al., 2008). Individuos com o alelo G do
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polimorfismo rs12086634 foram associados com baixa atividade transcricional de
HSD11B1 in vitro (DRAPER et al, 2003).

Em pacientes com sindrome do ovario policistico esse polimorfismo pode ter
papel protetor contra a obesidade (GAMBINERI et al., 2006). Segundo estudo de
Gambineri et al. (2011), num grupo de 40 mulheres com ovario policistico foi
encontrado que individuos de gendtipos rs846910 A e rs12086634 T estédo
associados com a sindrome metabdlica. Além disso, encontraram que esses
individuos estdo associados com o aumento dos niveis de transcricdo do HSD11B1
no tecido adiposo e aumento da regeneracdo do cortisol a partir da cortisona em
todo o corpo.

Dois outros polimorfismos foram descritos no gene HSD11B1: uma insergéo
de A no intron 3 (InsA83557) e microssatélites dinucleotidicos (CA15 e CA19)
localizados no intron 4. Essas repetices tem esse nome, pois apresentam 15 e 19
repeticbes de CA em sua sequéncia (MORALES et al., 2008). Tais polimorfismos
sdo relevantes,pois parecem poder alterar a expressao génica de HSD11B1.
Portanto, eles podem apresentar um papel importante em enfermidades complexas,
como a obesidade central e a sindrome metabdlica (MASUZAKI et al., 2003;
MASUZAKI; FLIER, 2003).

4.5.1.2 Adiponectina (ADIPOQ)

A adiponectina foi identificada pela primeira vez em 1995 por Scherer et al
(1995), que clonaram o cDNa da adiponectina em adipécitos murinos 3T3-L1 e
chamaram a proteina de adipocytecomplement-relatedproteinof 30kD (Acrp30). E
uma proteina secretdria, sendo composta por 244 aminoacidos e tendo massa
molecular de aproximadamente 30kDa (NICOLAU, 2008).

A adiponectina é a adipocina mais abundante secretada (comp&em 0,01%
das proteinas séricas totais) e € importante para a sintese da insulina (FERGUSON
et al., 2010; NICOLAU, 2008), aumento da sensibilidade a insulina, aumento da
oxidacdo de acidos graxos e redugcdo da secrecdo de glicose pelo figado. Nos
musculos estimula a glicolise e acelera a oxidagédo de &cidos graxos. Ela também é
um fator antiaterogénico, inibindo a adesao e ativacdo dos macréfagos ao endotélio
vascular (BOGLIOLO, 2011).
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E um horménio derivado do tecido adiposo, e interagcdes entre fatores
genéticos e ambientais que levam a obesidade podem diminuir seus niveis no
plasma. Isso contribui para o desenvolvimento de resisténcia a insulina e sindrome
metabdlica (NTALLA et al., 2009). Ela circula no plasma em forma de trimeros de
baixo peso molecular até dodecameros de alto peso molecular. Existem evidéncias
que a adiponectina de alto peso molecular seja a mais ativa e principal responsavel
pelos efeitos no corpo (BOGLIOLO, 2011).

Em individuos obesos ou com diabetes tipo 2, a concentracdo da
adiponectina circulante se encontra reduzida (FERGUSON et al.,, 2010).
Normalmente, com o0 aumento da expansao do tecido adiposo na obesidade, as
substancias produzidas por ele também aumentam. Contudo, no caso da
adiponectina, ela diminui. O TNFa pode estar conectado com essa situagao, pois
quando o tecido adiposo aumenta, ele sinaliza a vinda de macréfagos, que liberam
fatores inflamatoérios (como o TNFa), causando uma inflamagdo no tecido adiposo.
Estudos tem demonstrado que o TNFa inibe a transcricdo e secregao de
adiponectina, consequentemente sendo responsavel pela resisténcia a insulina e
hipoadiponectinemia (NICOLAU, 2008).

Esse hormonio se liga preferencialmente aos recepotresAdipoR1,
encontrado principalmente em musculo esquelético, e AdipoR2, existente no figado
(BOGLIOLO, 2011). No estudo de Ferguson et al. (2010) foi encontrado uma
associacdo de um SNP do receptor AdipoR1 (rs10920533) com a circunferéncia da
cintura. Além disso, foi encontrada associacédo entre o SNP rs266729 da ADIPOQ e
acidos graxos saturados no plasma, demonstrando que esse SNP pode ser sensivel
a fatores dietéticos. Os dois SNPs mostraram relacdo com a resisténcia a insulina, e
uma dieta controlada em &cidos graxos saturados pode ter um papel importante para
melhorar a sensibilidade & insulina.

O estudo de Takahashi, et al. (2000) mostrou que o gene da adiponectina
humano tem um tamanho de 17kb, e é formado por trés exons e dois introns. Ele se
localiza no cromossomo 327 (Figura 2) e sua estrutura se assemelha bastante com
0 gene do colageno X. As extremidades dos exons e introns estavam de acordo com
a regra de AG=AT. O SNP rs1501299 (uma substituicdo de G por T), que se localiza
no intron2 do locus do ADIPOQ, é um dos mais estudados (VANKOVA et al., 2011).
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Figura 4 — Estrutura do gene da adiponectina humana.
Fonte: Takahashi, et al., 2000.

Ntalla et al.(2009) encontraram que criangcas em idade escolar na Grécia,
(homozigotas GG para o polimorfismo do gene ADIPOQ rs15012999) que foram
submetidas a dieta com baixa ingestdo de fibras apresentaram niveis de
adiponectina aumentados e, portanto, esse genotipo poderia estar associado com
protecdo para aobesidade e resisténcia a insulina. No estudo de Yamaguchi et al.
(2010) foi encontrada uma associacdo significativa entre individuos que
apresentaram o SNP ADIPOQ 45 T>G (rs2241766) e triglicerideos. Os niveis de
triglicerideos e colesterol total em individuos do genétipo GG estavam
significativamente mais altos do que os de gendtipo TT. Ja individuos que
apresentavam o SNP 276 G>T (rs1501299) poderiam estar associados com IMC e
triglicerideos, pois nos individuos de genétipo GG o IMC foi significativamente menor
do que nos de gendtipo GT. Em contrapartida, os triglicerideos dos individuos de
genodtipo GG estavam mais elevados do que os de genotipo GT.

Num estudo com criancas de 5 e 10 anos, Stefan et al. (2002) relatam
associacdo significativa entre niveis de adiponectina plasmatica, obesidade e
hiperinsulinemia. Quanto maior a obesidade nas criancas, menores eram 0s niveis
de adiponectina no plasma. Yang et al. (2001) constataram que, em 22 pacientes
obesos que fizeram cirurgia bariatrica, ocorreu um aumento de 46% no niveis de
adiponectina (em relacdo ao nivel pré-sirargico) acompanhado por uma reducao de
21% no IMC.
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4.5.1.3 Grelina

A grelina &€ um peptideo codificado pelo gene GHRL (DANTAS et al., 2011).
O principal papel conhecido desse hormdnio é o estimulo do apetite. Mas ele
também desempenha papel na producdo do GH e pressdo sanguinea baixa,
demonstra efeitos anti-apoptéticos em varios tecidos periféricos e efeitos anti-
inflamatorios. Linfocitos ativados produzem grelina em resposta ao estimulo dos
antigenos e em doencas com quadro inflamatorio e caquético, a grelina circulante se
encontra aumentada. Doencas como obesidade, hipertenséo, diabetes, remocao ou
atrofia gastrica e sindrome metabdlica estdo associadas com grelina diminuida
(DEHLIN et al., 2008).

O receptor dos secretagogos do horménio do crescimento (GHs) é ativado
por grelinaacilada, tendo um efeito positivo sobre o hormonio de crescimento GH
(DANTAS et al., 2011). Os niveis de grelina sdo modulados por mudancas no estado
nutricional do individuo, como desnutricdo ou dietas com alta quantidade de lipideos
(WORTLEY etal., 2005).

A grelina é um neuro e gastropeptideo altamente conservado entre as
espécies,formada por 28 aminoécidos, e esterificada com acido octandico na Ser 3
(INUI et al., 2004). Essa modificagcdo é essencial para sua atividade. A estrutura da
grelina pode ser observada na Figura 5. O seu nome é baseado numa palavra de
origem proto-indoeuropéia "ghre" que significa crescimento, justamente pelo fato de
estimular o GH (KOJIMA; KANGAWA, 2005).
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Figura 5 - Estrutura da grelina humana e de roedores.
Fonte: KOJIMA, KANGAWA, 2005.

O gene da grelina humana se localiza no cromossomo 3(3p25-p26) (Figura
6) (KOJIMA; KANGAWA, 2005). Em humanos foi constatado que sua injecao
intravenosa aumenta o apetite e o consumo de calorias, e as células que a
sintetizam estdo mais presentes nas glandulas oxinticas da mucosa gastrica, a qual
€ a maior fonte da grelina circulante (HINEY et al., 2002). Apesar do estdbmago ser o
tecido que mais produz grelina, o intestino também ajuda na sua sintese (GUYTON;
HALL, 2010).

Chromosome 3: 10,327,359-10,334,631

Assembly excepti...
chromosome 3 i

Assembly excepti.. HSCHR3_1_CTGL HG186_PATCH HG991_PATCH HSCHR3 1 CTG2_1
HGZ80_PATCH
HGL091_PATCH
HG325_PATCH

Figura 6 — Localizac&o do gene da grelina humano.
Fonte: (ENSEMBL, 2012).

Esse hormonio tem efeito antagbnico ao da leptina, e regula a sintese e

secrecdo de varios neuropeptideos no hipotalamo, um dos responsaveis pelo
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controle da fome (INUI et al., 2004). O nivel sérico desse horménio aumenta durante
periodos de jejum, atingindo o seu pico logo antes de uma refeicdo e caindo
rapidamente apos a refeicdo. Isso sugere que a grelina possa desempenhar um
papel no estimulo da alimentacdo. Além disso, em estudos experimentais em
animais, a administragéo de grelina aumentou a ingesta de comida, o que sugere
que ela seja um horménio orexigeno (GUYTON; HALL, 2010). No estudo de
Wortleyetal. (2005), a grelina estimulou a utilizacdo de carboidratos e também
aumentou a adiposidade em ratos, parecendo ser uma peca importante no balancgo
energetico.

O gene da grelina € composto por 3 éxons e 2 introns, como mostrado na
Figura 7 (ENSEMBL, 2012).
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Figura 7 — Gene da grelina humana.
Fonte: (ENSEMBL, 2012).

O polimorfismo 152 G>A no gene da grelina causa uma alteracdo no
aminoacido Arg51GIn, e ja foi associado com a obesidade (GIL-CAMPOS et al.,
2006). Resultados contraditérios foram publicados (POYKKO et al, 2003), e por isso
ainda ndo estd bem definida a associacdo do alelo GIn51 com a obesidade.
RAVUSSIN et al, (2001) fizeram um estudo com 12 pares de gémeos monozigéticos,
no qual 7 deles ingeriram um excedente de 1000Kcal por dia, e os outros 7 néo, e
descobriram uma associacao negativa entre a concentracéo de grelina no plasma e
obesidade. Apesar disso, tal alelo esta associado a um maior risco de
desenvolvimento de diabetes do tipo 2 e hipertensdo em finlandeses (POYKKO et al,
2003).

O polimorfismo rs696217 do gene grelina causa uma mudanca do

aminoacido leucina para metionina (Leu72Met) (UKKOLA et al, 2002). Esse
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polimorfismo se localiza na regido ndo codificante do gene, e parece estar
associadaa uma expressao diferenciada (UKKOLA et al, 2011). O alelo 72Met tem
sido associado com a obesidade (KORBONITS et al, 2002) e com a sindrome
metabdlica (XU et al, 2008). No entanto, a associacdo dessa variante com a

obesidade ndo tem sido replicada em todos os estudos (MAGER et al, 2006).

4.5.1.4 Perilipina4d

As perilipinas (PLIN) fazem parte da familia PAT de proteinas que revestem
a superficie das goticulas lipidicas intracelulares de armazenamento, principalmente
os adipdcitos e células esteroidogénicas. Essas proteinas restringem o acesso do
horménio-sensivel lipase a goticula de gordura. Também séo o principal substrato
da proteina quinasedependente de AMP ciclico (AMPc) em adipdcitos. Estimulos
hormonais ou de citocinas especificos (como catecolaminas e fator de necrose
tumoral) ativam a lipolise pela fosforilacdo das perlipinas, permitindo que a lipase
tenha acesso as goticulas de gordura e inicie a sua acéo lipolitica (CASTRO-
CHAVEZ et al., 2003; CUSANO et al., 2012).

As perilipinas permitem que as goticulas de gordura mantenham uma
comunicacdo dinamica com o reticulo endoplasmatico e a membrana plasmatica.
Além disso, elas desempenham um importante papel na regulacdo da formacéo das
goticulas de gordura, sua morfologia e lipdlise (HALL et al., 2010).

As goticulas de gordura s&o estruturas metabolicamente ativas e
desempenham um papel importante no transporte e armazenamento de lipideos e
na sinalizacdo de cascadas. Apesar do tecido adiposo ser o principal local de
armazenamento de gordura, a maioria dos tecidos tém ao menos alguma
capacidade de armazenar triglicerideos em pequenas goticulas de gordura, as quais
séo utilizadas como fonte imediata de energia (HALL et al., 2010).

Apesar dos primeiros estudos com perilipina terem enfocado seu efeito no
tecido adiposo, os estudos mais recentes tem demonstrado que essas proteinas
desempenham um papel na regulacdo do metabolismo lipidico do figado,
principalmente sobre o acumulo de gordura nesse 6rgdo, como acontece ha
esteatose hepatica ndo alcodlica. (HALL etal., 2010).

O gene da perilipinal (PLIN) codifica a proteina perilipina, a qual foi
identificada no final da década de 1980, por Londos et al. (LONDOS et al, 2005). O
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nome foi dado por causa da sua localizacao fisica ao redor das goticulas de gordura.
O gene da perilipina4 (PLIN 4), conhecida cientificamente como S3-12, tem
sequencia similar a PLIN 1. Estudos sugeriram que ela estad relacionada ao
armazenamento de gordura (CUSANO et al., 2012). O estudo de Soene et al. (2009)
observou existir desequilibrio de ligacao entre os genes PLIN 1 e PLIN 4 e entre os
genes PLIN 5 e 7 (Figura 8, ndo estd em escala).

exon 1 2 3 45 6 7

— 1 IIT

PLIN1 PLIN4 PLIN5 PLIN7  PLING

Figura 8 — Desequilibrio de ligagéo entre os genes PLIN1 e 4 (D' NO.9, r2=0.72) e PLIN5e 7
(D' NO.9, r2=0.85).

A PLIN 4 é expressa principalmente nos adipocitos. Quando ela é
estimulada pela insulina e oleato, realoca os lipideos da gordura espalhada no
citoplasma de células de adipdcitos para formar goticulas. Ap6s desempenhar esse
papel, ela volta para a periferia da célula. Segundo Marinescu et al. (2005), isso
sugere que a PLIN 4 facilita a absorcao de acidos graxos livres do sangue para o
interior das goticulas de estoque de lipideo (LSD) em resposta ao estado nutricional
da célula.

Em humanos, o gene da perilipina se localiza em 19p13-3 (Figura 8)
(MEIRHAEGUE et al.,2006), e é composto por 5 exons e 4 introns (Figura 9)
(ENSEMBL, 2012). A regido promotora dos genes PLIN 1 E PLIN 4 possui um sitio
funcional e conservado para o receptor que ativa a proliferacdo de peroxissomos, 0s
guais constituem uma familia de fatores transcricionais que modulam varios pontos
do metabolismo lipidico (SCHOONJANS et al., 1996).

No estudo de Richardson et al. (2011) foi demonstrado que a PLIN 4 esta
relacionada com a obesidade. Combinando métodos epidemioldgicos e in vitro, esse

estudo revelou mecanismos envolvendo microRNAs.
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Chromosome 19: 4,502,204-4,517,716
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Figura 9 — Localizacdo do gene perlipina4 humano.
Fonte: (ENSEMBL, 2012).
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Figura 10 — Gene da perlipina humana.
Fonte: (ENSEMBL, 2012).

Yamaguchi et al. (2010) encontraram associacéo entre o SNP PLIN 1 11482
G>A (rs894160) com o IMC e circunferéncia da cintura. Os individuos com genatipo
AA apresentaram maior IMC do que os individuos com os outros gendtipos. Além
disso, os individuos com o gendtipo AA apresentaram peso e circunferéncia da
cintura maiores do que os individuos com o gendétipo GG.

No estudo de Perez-Martinez et al. (2008) foi encontrada associacao
significativa entre o SNP PLIN 1 11482 G>A (rs894160) e a concentragdo de HDL
colesterol. Individuos portadores do alelo A mostraram um nivel maior de
concentracdo pos-prandial de HDL colesterol e apo Al do que os portadores do
genotipo GG (p=0,028).

Sendo assim, os fatores genéticos interferem no ganho e perda de peso, e

também sdo importantes como os fatores ambientais.
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5. CAPITULO |

ASSOCIATION BETWEEN PREMATURE OBESITY AND VARIANT OF ADIPOQ
GENE IN A LIFESTYLE INTERVENTION PROGRAM*

* Paper submitted to Journal of Pediatrics

ABSTRACT

Objective(s) Investigate the effect of a lifestyle intervention program in overweight
adolescents and the influence of +276G>T SNP (single-nucleotide polymorphism) of
ADIPOQ gene in anthropometric and biochemical variables.

The Study design Overweight adolescents (n=117, 10-16 years) participating of 12
weeks of physical exercise and nutritional guidance had their DNA genotyped for
+276G>T SNP. T-test was used for comparisons between the variables means and
multiple regression analysis was used to test the hypothesis that the variables are
independent risk factors for obesity.

The Results Body mass index (BMI) for age, waist circumference (WC), body fat
percentage (%BF), lean body mass (LBM), fat mass (FM), high density lipoprotein
cholesterol (HDL-C), triglycerides (TG), glucose after 120 min (GLU 120), fasting
insulin (INS 0), insulin after 120 min (INS 120), Homeostasis Model Assessment
Insulin Resistance (HOMA-IR), Quantitative Insulin Sensitivity Check Index (QUICKI),
resting heart rate (RHR), maximal heart rate (MHR) and peak oxygen uptake (VO)
presented improvement after the lifestyle intervention program. 276T allele was
associated to a decrease in BMI-for-age and an increase in HDL-C. This allele was
also more frequent in individuals that showed a major decrease in BMI-for-age, WC,
systolic blood pressure (SBP), total cholesterol (TC), INS 0, INS 120, HOMA-IR, and
major increase in HDL-C. Multiple regression analysis confirmed that 276T allele
acted as an independent factor in decreasing WC and INS 0 after the lifestyle
intervention program.

The Conclusion(s) A lifestyle intervention program showed positive and significant
effects in overweight adolescents health. Also +276G>T polymorphism of ADIPOQ

gene influenced the analyzed variables results.


http://en.wikipedia.org/wiki/Single-nucleotide_polymorphism
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Key-words: rs1501299; ADIPOQ); obesity; adolescents; lifestyle intervention program.

Abbreviations:

Body mass index (BMI), body fat percentage (%BF), Diastolic blood pressure (DBP),
fat mass (FM), fasten glucose (GLU 0), glucose after 120 min (GLU 120),high density
lipoprotein cholesterol (HDL-C), Homeostasis Model Assessment Insulin Resistance
(HOMA-IR),fasting insulin (INS 0), insulin after 120 min (INS 120),lean body mass
(LBM), low density lipoprotein (LDL-C),maximal heart rate (MHR), oxygen uptake
(VO2), Quantitative Insulin Sensitivity Check Index (QUICKI), resting heart rate
(RHR), systolic blood pressure (SBP), single-nucleotide polymorphism (SNP), total

cholesterol (TC), triglycerides (TG), waist circumference (WC).

INTRODUCTION

Overweight in children and adolescents remain a worrying problem and may
influence weight status in adulthood. It is suggested that approximately 70% of obese
children and adolescents are also obese adults.! The rates of overweight and obesity
in Brazilian children and adolescents showed strong growth in recent decades. In
1996 the prevalence of childhood obesity was 6.6% and in 2007 it raised to 7.3%.
This index is close to the rates found in the USA (8% in 2004) and overcome the data
of some European countries (Germany: 3.5% in 2006, Czech Republic: 4.4% in
2002) and some Latin America countries (Peru: 6.9% in 2010, Colombia: 4.8% in
2010).?

For a long time the causes of obesity were attributed just to environmental
factors,>* however currently it emerges as a complex etiology disease.>® The genetic
associated components have been investigated in several studies, which mostly opt
for candidate genes related to lipid and glucose metabolism modulation, that directly
or indirectly influence fat deposition.”® In this context, it is important to approach all
the factors together, i.e. alimentation, physical activity and genetics, to achieve a
model that explains the mechanisms underlying obesity.

In the sense of join forces in the search for genetic components associated
with this disease, the ADIPOQ gene (3g27.3) appears as a promising candidate.®
11-13 type

Il diabetes™ and metabolic disorders.”® The protein product of ADIPOQ gene,

Previous studies suggest an association of some of its variants with obesity,



27

adiponectin, is expressed in adipose tissue, participating in insulin synthesis'® and
having anti-inflammatory and anti-diabetic function.’

The aim of the current study was to evaluate the effect of a nutritional and
physical Lifestyle Intervention Program on anthropometric and biochemical variables
associated with obesity in a group of 117 children and adolescents. Furthermore, will
be investigated the influence of variant (rs1501299) of ADIPOQ gene on the baseline
levels and measures (before intervention) and final (after the intervention), analyzing

its possible role on the effectiveness of the intervention program.

METHODS

Subjects
The sample study included 117 overweight or obese children and adolescents
(10-16 years, 59 boys and 58 girls, Euro-Brazilian), from Southern Brazil, from public
schools of Curitiba — PR and Pediatric Endocrinology Unit of the Clinical Hospital of
Parana
Eligibility criteria for the study included: BMI-for-age> 95th percentile; stable
weight in a period superior or equal than two months. The subjects were excluded if
on anorectic medication or dietary treatment for weight loss, if they suffered from type
| diabetes, chronic kidney disease or other uncontrolled chronic disease. The study

was approved by the ethics committee of the Federal University of Parana.

Overview of the Protocol

Weight and height were measured with accuracy of 0.1 kg and 0.1 cm,
respectively. WC was measured with a flexible non-stretchable measuring tape (cm).
BMI was calculated as weight (kg)/height® (m?), then, individual BMI values were
converted into Z-score using age and specific cut-points according to World Health
Organization (WHO) children and adolescent growth references and utilizing WHO
AnthroPlus® program (Version 1.0.4).** Body composition was evaluated by
bioelectrical impedance analysis method (BIA), with the Biodynamics®tetrapolar
appliance.

The cardiorespiratory fithess was evaluated on a treadmill (EcafixEG 700X)

using the modified Balke protocol.'® Heart rate (HR), oxygen uptake (VO,), carbon
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dioxide volume (VCO,) and ventilation (VE) were measured using an ergospirometer
(model Parvo Medics MMS2400, USA).

Resting metabolic rate (RMR) measurements were performed in the morning
during 35 minutes, with Deltatrac lI®equipment, in spontaneous breathing mode. To
determine VO2 and VCO2 and calculate R the subjects were awake, had a 30 min
rest and a 10-12 hours fast.

Overnight fasting venous blood samples were collected at morning. Glucose,
insulin, total cholesterol (TC), high density lipoprotein cholesterol (HDL-C), low
density lipoprotein cholesterol (LDL-C) and triglycerides (TG) were measured by
standard automated methods. Venous plasma samples were obtained at 0 and 120
min for determination of plasma glucose (GLU 0, GLU120) and insulin (INS O,
INS120). HOMA-IR was used to calculate the insulin resistance.?’ QUICKI was used

to evaluate the insulin sensitivity.?*

DNA analysis

DNA extraction from peripheral blood was performed by a salting-out method?
and then diluted to a final concentration of 20ng/pL. The SNP (Single Polymorphism
Nucleotide) (rs1501299, +276G>T) of ADIPOQ gene was genotyped by TagMan
SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems). The reactions were performed
according to the following steps: (1) 50°C/2 min.; (2) 95°C/10 min., (3) repeat 50
times 95°C/15 sec., interspersed by 62°C/min. Three previously sequenced control
samples, representative of each of the possible genotypes, were included in every

reaction.

Lifestyle Intervention Program
Nutritional counseling was done through lectures and food intake
guestionnaires. The physical exercise lasted for 12 weeks and was composed of

aerobic activity (50 min of walking, 50 min of indoor cycling and 20 min of stretching).

Statistical Analysis
Means = SE of anthropometric and biochemical variables were obtained and
Shapiro-Wilk test was used to evaluate the normality of the variables distribution. The

comparisons between means were performed by t-test (parametric variables) or by
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Mann-Whitney test or Wilcoxon test (for non-parametric and independent variables
and for non-parametric and dependent variables, respectively). Statistica for
Windows version 6.0 (Statsoft, Inc. 2001) were used for the above statistical
analyses.

A multiple regression analysis was performed to test the hypothesis that the
variables are independent risk factors for obesity. SPSS 13.0 for Windows program
was used (SPSS Inc. released 2004, Version 13.0, Chicago).

Allele and genotype frequencies of the SNPs genotyped were obtained by
direct counting and compared between groups and literature data with x* test with
assistance of Clump program.?® Hardy-Weinberg equilibrium was tested with
assistance of Statistica for Windows software package (Statsoft, Inc. 2001, Version
6.0).

The probability value for the comparative tests were considered significant at
p <0.05 (5%).

RESULTS

The investigated variable means before and after the lifestyle intervention
program are demonstrated in Table I. The means of weight, BMI-for-age, WC, body
fat percentage (% BF), fat body mass (FM), TG, GLU 120, INS 0, INS 120, resting
heart rate (RHR) and maximal heart rate (MHR) showed significant decrease after
the lifestyle intervention program. Whereas, height, lean body mass (LBM), HDL-C,
QUICKI, Peak oxygen uptake (VO, peak) and absolute VO,were significantly
increased.

The frequency of G276 allele was 91.33% +2.29%; and of T276 allele was
8.66% *2.29%. The genotypic frequency was GG = 83.41%, GT = 15.83% e TT =
0.75% (more information in Appendix ).

To evaluate the effect of ADIPOQ SNP over the investigated variables, the
variables means of the carriers of T276 allele and non-carriers before and after
lifestyle intervention program were compared (Table II). No differences between
carriers and non-carriers of T276 allele were found in initial means of BMI-for-age.
However, after 3 months of lifestyle intervention program, carriers of T276 allele
presented BMI-for-age significant lower than non-carriers of T276 allele. HDL-C

means were higher in carriers of T276 allele only after lifestyle intervention program.
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Initially, LBM and LDL-C means of non-carriers of T276 allele were
significantly lower than means of carriers of T276 allele. However, after 3 months this
statistical difference was no longer observed. Initial CT mean was also lower in non-
carriers of T276 allele, maintaining only a statistical trend after lifestyle intervention
program.

Systolic blood pressure (SBP), FM and HOMA-IR presented a trend to be
higher in carriers of T276 allele. Nevertheless, this result was not maintained after
lifestyle intervention program. Initial INS120 and MHR means have not presented
statistical difference between carriers of T276 allele and non-carriers. However, after
lifestyle intervention program there was a trend suggesting that these variables
showed higher means in carriers of T276 allele.

There was a trend suggesting that initial QUICKI mean was lower in carriers
of T276 allele. However, after lifestyle intervention program no significant results
were found.

To check the influence of genotype on response to intervention, the
differences between the initial and post-lifestyle intervention program variables were
calculated, and their median were obtained. Then, allele frequencies found in the
group of subjects who had values of difference below the median were compared
with allele frequencies found in the group with values of difference above the median.
Significant results are demonstrated in Table Ill. The frequency of the T276 allele
was significantly higher in the group that presented values of difference above the
median for the following variables: BMI-for-age, WC, SBP, total cholesterol (TC), INS
0, INS 120 and HOMA-IR. These results demonstrate that the T276 allele was most
frequent among individuals who presented a higher decrease in these variables after
lifestyle intervention program. That is, the T276 allele was more frequent among
individuals who showed responses more effective in reducing these variables after
the lifestyle intervention program. For HDL-C e GLU 0 variables, the frequency of the
T276 allele was significantly higher in the group that presented differences below the
median, demonstrating that this allele was more frequent among individuals who had
a more effective increase in these variables after the lifestyle intervention program.

Since the frequency of the T276 allele was significantly higher in the group
above the median for the variables previously discussed, a multiple regression
analysis was conducted, considering each variable as the dependent variable; and
sex, age, and variants of the SNP (rs1501299) as independent variables. This result
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confirmed that the T276 allele acted as an independent factor in the decrease of WC
(B=25%1.26; p=0.04), INS O (B =30.86 £+ 16,499.2; p = 0.0001) and HOMA-IR (B
=21.07 + 18,438.5; p = 0.02) during lifestyle intervention program.

DISCUSSION

The present study observed a significant decrease in adiposity after 12
weeks of intervention, as demonstrated by reduction of BMI-for-age, WC and %BF.
Several studies also demonstrate decrease in these variables after programmed
exercise allied with a balanced diet and caloric restriction.?***The increase in height
observed in the individuals of our study was already expected in adolescents, and
was also observed in a previous study that had a lifestyle intervention
program.”’Furthermore, a previous study observed that a lifestyle intervention
program did not decreased the growth rate in children and adolescents.®

Although TC and LDL-C levels have not presented significant decrease, the
lifestyle intervention program leads to changes in the metabolic variables, as shown
by the significant increase in HDL-C and decrease in TG, both representing an
improvement in energy homeostasis, since high levels of TG have been associated

with stroke and atherosclerosis,?°

and adequate HDL-C levels have shown cardio
protective properties.®**The increase in 1 mg/dl in HDL-C levels corresponds to
3.7% and 4.7% decrease in cardiovascular disease mortality rate in men and women
respectively.®* Considering that after the lifestyle program there was an average
increase of 4.8 mg/dl in HDL-C levels, we suggest that the exercise program and
nutritional guidance were effective in reducing cardiovascular risk factors. Probably
no decrease in TC and LDL-C levels were obtained because there was not a fully
adherence of adolescents to the nutritional guidance offered.

After the lifestyle intervention program the cardiorespiratory fithess of the
overweight adolescents has also improved. This is similar to a previous study data,
which demonstrated significant increase in VO,max mL:kg:min values after 10 weeks
of a lifestyle intervention program.®Different results were found in another study,
where after 8 weeks of a lifestyle intervention program VO, peak decreased in the
obese group, but not in the control group (that was not submitted to exercise
program).?’ However, this study had just 20 participants, what may have influenced

the results.
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The adipose tissue is an important endocrine organ that secrets a variety of
biologically active molecules known as adipokines or adipocytokines. Many of them
are proinflammatory and proatherogenic factors,**and also modulate the energetic
metabolism, oxidative stress and vascular integrity.**’

Normally with the expansion of adipose tissue in obesity, substances
produced by it also increase. Nevertheless, in obesity, adiponectin
decreases.!’*®Adiponectin acts, among other functions, in decreasing glucose,
increasing fatty acids P-oxidation, improving insulin sensitivity®> and as an
antiatherogenic agent. Hypoadiponectinemia was already associated to obesity,
cardiovascular disease, type 2 diabetes and multiple metabolic risk factors.3*#?

In the present study, despite the GLU 0 level have not shown a significant
decrease after the 12 weeks, GLU 120, INS 0, INS 120, HOMA-IR and QUICKI
showed positive results. A previous study also described significant decrease in

4 what

insulin in adolescents submitted to an exercise and nutritional program,?
demonstrates the positive effects of exercise in glucose metabolism. The relationship
between exercise and adiponectin levels have also been studied, nevertheless
controversial results have been found, and intensity, duration and human subject
diversity seem to directly influence these results.**Studies with healthy individuals
submitted to light and moderate exercise did not showed changes in adiponectin
levels.***> Obese individuals submitted to submaximal aerobic exercise also not
demonstrated correlation with adiponectin levels.*®However, another study found an
increase in plasmatic adiponectin in obese men submitted to an acute and short term
aerobic training.*’ Adiponectin acts on glucose metabolism and insulin sensitivity by
binding to its receptors (AdipoR1 and AdipoR2). In the liver Adiporl phosphorylates
an AMP-activated protein kinase (AMPK) and Adipor2 activate an peroxisome
proliferator-activated receptor alpha(PPARa), what leads to an increase in insulin
sensitivity, fatty acid oxidation and glucose uptake.*’

Due to the important role of adiponectin in this context, our study also
investigated the +276G>T SNP influence (localized in intron 2 of ADIPOQ gene) on
biochemical and anthropometric variables in response of the lifestyle intervention
program. Previous studies have associated this SNP with adiponectin levels,
“8%%eing the 276T allele one of the factors responsible for the increased levels of

50-54

this protein. +276G>T SNP also was investigated in case-control studies, which
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in its majority reported a protective effect of the 276T allele on metabolic risk factors
associated with obesity and metabolic syndrome.>>*’

Altogether, our study suggests that T276 allele has a protective and/or
potentiate role of beneficial effects associated with adiponectin in response of the
lifestyle intervention program, in some obesity related variables that we have studied.
The decrease in BMI-for-age and increase in HDL-C in carriers of T276 allele
compared to non-carriers confirm this hypothesis. Furthermore, LDL-C, TC, LBM,
FM, HOMA-IR and SBP levels, that were initially higher in carriers of T276 allele,
after the lifestyle intervention program did not maintained this statistical difference,
what demonstrates a better impact of the lifestyle intervention program among
carriers of theT276 allele. A previous meta-analysis also discovered a protective
effect of T276 allele. They found that individuals with type 2 diabetes (which where
homozygous for T276 allele), presented lower risk of developing cardiovascular
disease when compared to individuals carriers of G276 allele. *®

Increasing the statistical power, and corroborating with the results described
above, we found, by means of multiple regression analysis, that T276 allele acted as
an independent factor in decreasing WC, INSO and HOMA-IR in response to the
lifestyle intervention program.

We conclude that a 12 week lifestyle intervention program composed of
physical exercise and nutritional guidance was effective in improving biochemical and
anthropometric variables in overweight adolescents. Considering the potential effect
of adiponectin in obesity, relevant findings were presented in our study, suggesting a
positive effect of T276allele in response of the lifestyle intervention program. Due to
our study restrictions, we believe that further studies with larger number of
participants, or independent samples, may find statistical significance for other
analyses related to the subject.
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Table | — Means + SE of the variables of the study before and after the lifestyle intervention

program and values of p for comparison between them.

Variables Initial mean + SE Mean after 3 months + SE p
Weight 75.4+16.1 74.6 +16.2 0.01*
Height 1.5+0.09 1.6 +0.09 1.93 X 10-14*
BMI-for-Age 27+0.6 25+0.7 0.000000*
wcC 96.3 +10.9 944+114 7.06 X 10-5*
SBP 109.7 £ 15.2 107.4 + 135 0.1

DBP 70.3+11.0 69.9 + 10.6 0.71

% BF 37.9+6.5 35.0+7.4 3.84 X 10-12 *
FM 27.6 +8.3 25.9+8.7 6.91 X 10-6*
LBM 449 +9.0 47.1+95 1.73 X 10-5*
TC 156.5 + 34.27 1555+314 0.58
HDL-C 43.1+11.9 479+12.38 1.60 X 10-7 *
LDL-C 92.2+£27.2 90.7£25.1 0.42

TG 114.8 + 60.5 93.0+£49.9 6.4 X 10-5*
GLUO 101.3 +118.9 87.3+12.7 0.28
GLU 120 100.5 +18.0 91.4+149 2X10-7*
INS O 16.3+11.7 13.4+£9.0 0.001*
INS 120 57.8+47.1 39.4+284 3.72X 10-6 *
HOMA-IR 24+38 1.7+1.2 0.06**
QUICKI 0.32+0.03 0.33+0.03 6.94 X 10-6*
RHR 81.7+11.7 75.4 +10.7 6.484 x 10-8*
MHR 192.2+115 188.7 + 11.7 0.0003*
VO2 peak 324+5.1 36.0+6.6 1.061 X 10-7*
Absolute VO2 2.4 +£0.57 25+0.7 0.0007*

* significant p value (<0.05).

** p values in the interval (0.05<p<0.10) represent a statistical trend.
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Table Il — Comparisons between the means (+SE) of the investigated variables between

mutant allele carriers (GT +TT) and homozygotes for the usual allele (GG) before and after

the intervention.

BEFORE AFTER
GT+TT GG GT+TT GG
VARIABLES
(n=10) (n=65) (n=10) (n =65)

BMiI-for-age 22+05 25+0.7 0.5 2+0.7 27+0.7 0.01*
wC 100.8+11.4 954 +10.7 0.2 98.1+10.7 954+115 057
SBP 120.1+£8.7 111.2+15.0 0.05* 106.2+14.0 111.5+124 0.2
DBP 77.7+9.0 70.2+11.2 0.13 68.5+9.2 72.7+9.5 0.26
% BF 38.7+8.6 38.1+7.6 0.87 35.3+£6.9 35.4+8.38 0.98
FM 33.6+10.8 26.7 £ 8.3 0.08** 29.2+11.6 25.7+9.1 0.44
LBM 548+ 6.4 43.1+8.9 0.007* 52.0+6.2 46.2+10.2 0.23
TC 191.6+31.1 159.6+37.9 0.02* 178.7+424 153.8+329 0.07*
HDL-C 47.1+75 43.2 +15.7 0.2 53.7+10.4 45.1+155 0.01*
LDL-C 119.1+30.9 92.3+284 0.01* 1044+31.2 91.6+269 0.25
TG 1276 +435 1245+614 0.66 102.8+55.6 101.5+54.8 0.88
GLUO 86.2+4.3 107.7+165.4 0.34 89.8+7.1 84.2+152 0.34
GLU 120 95.2+84 100 + 20.8 0.53 92.5+10.3 915+ 14.3 0.9
INS 0 25.3+15.7 16 +13.4 0.11 155+125 13.3+9.8 0.62
INS 120 56 £ 27.7 51544 0.8 50.9+19.0 33.0x27.3 0.06**
HOMA-IR 32+1.8 2.7+£5.3 0.08** 19+14 18+14 0.73
QUICKI 0.2+0.03 0.3+0.03 0.07**  0.3+0.03 0.3+0.04 0.4
RHR 82.8+13.4 83+12.8 0.97 79.7 £ 8.6 76.3+11.8 0.37
MHR 196.0+ 14.8 188.2+10.9 0.1 194.7+14.4 182.6+12.6 0.08*
VO, peak 30.5+23 304+6.1 0.96 34.6 +9.6 34.7+7.8 0.99
Absolute VO, 2.6+0.4 22+0.6 0.17 27+0.8 24+0.8 0.45

* significant p value (<0.05).

** p values in the interval (0.05<p<0.10) represent a statistical trend.
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Table 11l — Allele frequencies of G276 and T276 (% = SE), and their comparisons (p), in the

group with differences (before - after intervention) below and above the median for the

analyzed variables.

BELOW MEDIAN

ABOVE MEDIAN

Freq = SE Freq = SE Freq = SE Freq = SE
Variables p
G276 allele T276 allele G276 allele T276 allele
Weight 0.98 £ 0.01 0.01+0.01 0.8 £ 0.05 0.19 £ 0.05 0.0005
BMI-for-age 0.96 £ 0.02 0.03+£0.02 0.83+0.04 0.16 £ 0.04 0.01
wcC 0.97 £0.01 0.02+£0.01 0.78 £ 0.06 0.21 £ 0.06 0.0006
SBP 0.96 + 0.02 0.03+0.02 0.87 £ 0.04 0.12+0.04 0.08*
TC 0.94 £0.03 0.05+0.03 0.85+0.04 0.14+ 0.04 0.09*
HDL-C 0.81+0.05 0.18 + 0.05 0.95 £ 0.02 0.04 £ 0.02 0.02
GLUO 0.83+£0.05 0.16 £ 0.05 0.95 £ 0.02 0.04 £ 0.02 0.03
INS O 0.98 +0.01 0.01+£0.01 0.82 £ 0.05 0.17 £ 0.05 0.003
INS 120 1.0 0 0.81 £ 0.06 0.18 £ 0.06 0.03
HOMA-IR 0.94 +0.03 0.05+0.03 0.85+0.04 0.14+£0.04 0.09*

* significant p value (<0.05).

** p value represents trend (0.05<p<0.10).
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6. CAPITULO Il

ASSOCIACAO ENTRE OBESIDADE PRECOCE E VARIANTES DOS GENES
HSD11B1, GHRL, PLIN4 E PROGRAMA DE INTERVENCAO.

RESUMO

Objetivos Investigar a associacao entre obesidade e variantes dos genes HSD11(41,
GHRL e PLIN4 antes e ap0s intervencéo de exercicios e orientacdo nutricional.
Metodologia Adolescentes com excesso de peso (n=117, 10-16 anos) participantes
de um projeto de 12 semanas de exercicios fisicos e orientacédo nutricional tiveram o
DNAgenotipados para os polimorfismos rs12086634 e rs846910 do gene HSD11[31,
rs696217 (L72M) do gene GHRL e rs8887 do gene PLIN4, previamente relacionados
com obesidade.

ResultadosA regressao logistica mostrou-se significativa para as variaveis PAS e
%GC (polimorfismo rs12086634), INS 0 e HOMA-IR (polimorfismo rs846910) e PAS
(polimorfismo rs696217).

Conclusdes Em uma amostra de adolescentes caucasianos com excesso de peso,
o polimorfismo rs12086634 mostrou estar associado a obesidade, o polimorfismo
rs846910 mostrou estar associado a sensibilidade a insulina e o polimorfismo

rs696217 mostrou estar associado ao controle da pressao arterial.

INTRODUCAO

A obesidade é causada pelo desequilibrio entre a ingesta de alimentos e a
energia gasta, e se desenvolve quando ha um acumulo de gordura ou
tecidoadiposo™ 2.

A infancia e adolescéncia séo periodos criticos para o desenvolvimento do
sobrepeso e obesidade, e parecem estar associados com obesidade em adultos,
além de trazer vérios efeitos adversos a saude, como doenca cardiaca, cancer colo

retal, gota, aterosclerose e artrite® *.
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A modulagédo do metabolismo lipidico e glicidico envolve diferentes genes, e
a interacdo destes com fatores ambientais, como a alimentacéo ° e atividade fisica®.

Os genes escolhidos para esse estudo ja foram anteriormente
correlacionados com a obesidade. A enzima 111p hidroxiesterdidedesidrogenase
tipo 1 (HSD11B1) controla em parte a concentragao de cortisol nos tecidos, pois ela
converte a cortisona inativa em cortisol ativo. A secregéo elevada de cortisol tem
sido associada com a obesidade’.

A grelina é um horménio proteico conhecido por estimular o apetite®, e é
produzida principalmente pelas glandulas oxinticas da mucosa gastrica®.

As perilipinas sao proteinas que revestem a superficie das goticulas lipidicas
intracelulares de armazenamento, principalmente os adipdcitos e células
esteroidogénicas. Essas proteinas restringem o acesso do hormdénio-sensivel lipase

10,11

a goticula de gordura e desempenham um papel importante na regulacéo da

formacao das goticulas de gordura, sua morfologia e lipélise *2.

MATERIAIS E METODOS

Amostra

O estudo foi desenvolvida em criancas e adolescentes de 10 a 16 anos de
idade, de ambos os géneros. A amostra foi composta por 117 criangas e
adolescentes, dentre esses 59 meninos e 58 meninas. Os critérios de inclusédo foram
indice de massa corporal (IMC) acima do percentil 95; peso estavel em um periodo
maior ou igual ha dois meses; auséncia da utlizagdo de medicamentos
anorexigenos ou outros que possam interferir no controle de peso e na
hiperinsulinemia.

As amostras foram coletadas no periodo de 2004 a 2012, apGs a obtencéo
do Termo de Consentimento dos pais ou responsaveis aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade Federal do Parana (UFPR) e de aplicac&o de questionarios de

anamnese.
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Dados antropomeétricos e bioquimicos

Avaliou-se o peso (Kg), estatura (cm) e circunferéncia abdominal (CA) (cm).
Calculou-se o IMC-escore Z segundo o sexo, tomando-se como base o padrdo de
referéncia da World Health Organization (WHO). A composicao corporal foi avaliada
pelo método de bioimpedancia elétrica (BIA), com o aparelho
Biodynamics®tetrapolar.

O condicionamento cardiorrespiratorio foi avaliado em esteira (marca
EcafixEG 700X) utilizando o protocolo de Balke modificado™. Mensurou-
sefrequiéncia cardiaca (FC), consumo de oxigénio (VO), volume de gas carbdnico
(VCO,) e ventilagdo (VE), utilizando ergoespirdbmetro (Parvo Medics MMS2400,
USA).

As mensuracdes do gasto metabdlico em repouso(GMR) foram realizadas
pela manhd, durante 35 minutos, com o aparelho Deltatrac II®, no modo candpia
(respiracdo espontanea), no individuo acordado apéds jejum de 10 - 12 horas e
repouso de 30 minutos, determinados o VO, e 0 VCO; e calculado o R.

As amostras sanguineas foram coletadas no periodo da manha, apos 12
horas de jejum, para realizacdo de hemograma e dosagens de glicose, insulina,
colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL-C), lipoproteina de baixa
densidade (LDL-C) e triglicérides (TG). Para o célculo da resisténcia a insulina foi
utilizada Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR). Para avaliacdo da
sensibilidade a insulina foi utilizada o Quantitative Insulin Sensivity Check Index
(QUICKI)™.

As amostras de sangue coletadas foram submetidas & extragdo do DNA
gendmico utilizando-se o método de Salting-out’®. Ao final do procedimento, a
amostra foi ressuspendida em 50 ul de agua ultra-pura e armazenada a -20 C no
Laboratério de Polimorfismos e Ligacéao.

Para genotipagem dos polimorfismos foi utilizado o kit TagMan SNP da

AppliedBiosystems.

Intervencdo de exercicios fisicos e orientagdo nutricional

As criangas e adolescentes foram submetidos a pratica de exercicios fisicos

e orientagdo nutricional. A prética de exercicios fisicos ocorreu durante 12 semanas
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e constou de atividades aerdbias (50 minutos de caminhada, 50 minutos de ciclismo
indoor e 20 minutos de alongamento), 3x/semana, totalizando 36 sessdes.

A orientacdo nutricional foi feita por meio de palestras de educacéo
nutricional e um recordatério de 24h. Os individuos participaram de dois encontros
durante as 12 semanas. No primeiro encontro (em grupo), discutiu-se a aplicacéo
pratica da piramide alimentar quanto a distribuicdo e porcionamento dos alimentos.
No segundo encontro (individual), discutiu-se sobre as mudancas ocorridas na
alimentacéo diaria de cada participante durante o periodo do projeto, bem como a

adaptacao individual a dieta prescrita.

Analise estatistica

As médias + DP das variaveis antropométricas e bioquimicas foram obtidas
com auxilio do programa Statistica para Windows (Statsoft, Inc. 1996).

Para testar a normalidade da distribuicdo das variaveis foi utilizado o teste
de Shapiro-Wilk. Para comparacdes entre as médias das variaveis foi utilizado teste t
para varidveis paramétricas e o teste de Mann-Whitney para as ndo paramétricas,
com auxilio do programa Statistica para Windows (Statsoft, Inc. 1996).

Apos os testes basicos de estatistica, foi calculada a diferenca entre os
resultados das variaveis iniciais e ap6s 3 meses. Logo em seguida foi calculada a
mediana dessa diferenca, e o numero 0 (zero) foi atribuido para valores abaixo da
mediana e o numero 1 (um) foi atribuido para valores acima da mediana, tornando
cada variavel em uma distribuicdo binomial. Frequéncias alélicas foram calculadas
para os individuos abaixo e acima da mediana.

A andlise de regressao multipla foi utilizada para testar a hipotese de que as
variaveis sao fatores de risco independentes para a obesidade. Foi utilizado o
programa SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc.).

As frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs genotipados foram obtidas
por contagem direta, e comparadas entre os grupos e com dados da literatura
através do teste do qui-quadrado, com o auxilio do programa Clump®’. O equilibrio
de Hardy e Weinberg, referente as frequéncias genotipicas dos SNPs encontrados
na amostra, foi testado com o auxilio do programa Statistica para Windows (Statsoft,
Inc. 1996).
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O valor da probabilidade para os testes comparativos considerados
significativos foi de p<0.05 (5%).

RESULTADOS

Frequéncias alélicas e genotipicas

As frequéncias alélicas e genotipicas na amostra total dos SNPs rs12086634
e rs846910 do gene HSD1161, rs696217 (L72M) do gene GHRL e rs8887 do gene
PLIN4 estdo apresentadas nasTabelas 3,5, 7 e 9.

Os genotipos para o sitio da variante intronica rs12086634 do gene
HSD11B1 estao distribuidos de acordo com o equilibrio de Hardy e Weinberg (X? =
0,8951 e p = 0,344).

Tabela 3 - Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP rs12086634 do gene HSD11B1 na
amostra total.

Alelos Freq%+ EP Gendtipo Freq%
G 23,39%+ 2,86% GG 5,47%

T 76,6%+ 2,86% GT 35,84%
TT 58,68%

As frequéncias genotipicas da variante intrbnica rs12086634 do gene
HSD11B1 foram comparadas com frequéncias de outros estudos, demonstradas na
tabela 4. A frequéncia no presente estudo foi semelhante com uma populacéo
caucasiana nao obesa e uma populagdo de adultos sul indianos obesos. Quando
comparada com uma populacdo de adultos indianos ndo obesos, foi constatada

diferenca significativa entre essas populacoes.
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Tabela 4 — Frequéncias genotipicas da variante intrénica rs12086634 do gene HSD11B1 em
outros estudos e valores de p para compara¢des com o presente estudo.

Nosso estudo 1000 Genomes GANDHI et al. GANDHlI et al.
Project™® (2013) *° (2013) *°
~ Adultos sul Adultos sul
Adolescentes Populacéo o o
. . ~ indianos com indianos sem
caucasianos com caucasiana ndo . .
excesso de peso obesa 5'”dr°,me S'“dro,me
metabolica metabolica
Freq% Freq% Freq% Freq%
N&o portadores o o 0 0
de mutacao(TT) 58,68% 62,41% 67% 93%
Portadores de
mutacao 41,31% 37,59 33% 7%
(GT+GG)
p 0,791 0,3527 < 0,0001

A frequéncia genotipica da variante intrénica rs846910 do gene HSD1181
ndo encontra-se em equilibrio de Hardy e Weinberg (X* = 10,5329 e p = 0,0011).

Tabela 5 - Frequéncias alélicas do SNP rs846910 do gene HSD11B1 na amostra total.

Alelos Freq%:+ EP Genétipo Freq%
G 86,44% + 3,15% GG 74,71%
A 13,55% + 3,15% GA 23,44%

AA 1,83%

As frequéncias genotipicas da variante intrbnica rs846910 do gene
HSD11B1 foram comparadas com frequéncias de outros estudos, demonstradas na
tabela 6. A frequéncia no presente estudo é semelhante a uma populacdo de

adolescentes mexicanos obesos e uma populagédo caucasiana nao obesa.

Tabela 6 — Frequéncias genotipicas da variante intrénica rs846910 do gene HSD11B1 em
outros estudos e valores de p para comparacdes com o presente estudo.
Duran-Gonzalez et

: 20
Nosso estudo HapMap Project al. (2011) &
Adolescentes Populagdo Adolescentes
caucasianos com caucasiana nao mexicanos obesos
excesso de peso obesa
Freq% Freq% Freq%
Nao portrildores de 74.71% 84,60% 74,30%
mutacdo(GG)
Portadores de 25 27% 15,40% 25,70%

mutacdo (GA+AA)
p 0,5374 0,2214
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Os gendtipos do SNP rs696217 (L72M) do gene GHRL encontram-se
distribuidos de acordo com o equilibrio de Hardy e Weinberg (X* = 2,4423 e p =
0,1181).

Tabela 7 - Frequéncias alélicas e genotipicas do SNP rs696217 (L72M) do gene GHRL na
amostra total.

Alelos Freq%:+ EP Genétipo Freq%
G(L72)  90,74% + 1,97% GG 84.24%
T(M72) 9,25% + 1,97% GT 12,96%

TT 2,77%

As frequéncias genotipicas do SNP rs696217 (L72M) do gene GHRL foram
comparadas com frequéncias de outros estudos, demonstradas na tabela 8. A
frequéncia no presente estudo foi semelhante a populacdo caucasiana ndo obesa, e
diferente de uma populacdo de adultos japoneses obesos, coreanos obesos e
coreanos com diabetes mellitus tipo 2. Isso pode significar que a populacédo esteja

interferindo mais na frequéncia genotipica do que a obesidade.

Tabela 8 — Frequéncias genotipicas do SNP rs696217 L72M do gene GHRL em outros
estudos e valores de p para comparacdes com o presente estudo.

HapMap Takezawa et  Choi et al. Choi et al.
Nossoestudo o ionto0  al (2009)2  (2006) (2006) 2
Adolesc_entes Populacéo Adultos Adultos ndo  Adultos com
caucasianos . ) ;
caucasiana obesos obesos diabetes tipo
COM EeXCesso ~ .
d néo obesa japoneses coreanos 2 coreanos
e peso
Freq% Freq% Freq% Freq% Freq%
N&o
portadores de 84,24% 84,10% 64,10% 67,50% 68,30%
mutacao(GG)
Portadores de
mutacao 15,73% 16% 40,30% 32,60% 31,70%
(GT+TT)
p 0,9748 < 0,0001 0,0004 0,0007

Os gendtipos do SNP rs8887 do gene PLIN4 encontram-se de acordo com o
equilibrio de Hardy-Weinberg (X? = 3,5657 e p = 0,0589).
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Tabela 9 - Frequéncias alélicas do SNP rs8887 do gene PLIN4 na amostra total.

Alelos Freq%+EP Genébtipo Freq%

C (G11482) 66,41% +4,07% CcC 49,25%
T (A11482) 33,58% + 4,07% CT 34,32%
TT 16,41%

As frequéncias genotipicas do SNP rs8887 do gene PLIN4 foram
comparadas com frequéncias de outros estudos, demonstradas na tabela 10. A
frequéncia no presente estudo foi semelhante a de duas populacdes de adultos

caucasianos nao obesos.

Tabela 10 — Frequéncias genotipicas do SNP rs8887 do gene PLIN4 em outros estudos e
valores de p para comparacfes com o presente estudo.

Nosso estudo HapMap Project ® 1000 Genomes Project®
Adolescentes Populagao ~ :
. . ~ Populagéo caucasiana
caucasianos com caucasiana nao ?
nao obesa
excesso de peso obesa
Freq% Freq% Freq%
Nao portadores de 49,25% 34,50% 34,10%
mutacgéo (CC)
Portadores de o 0 0
mutacdo (CT+TT) 50,73% 65,50% 65,90%
D 0,1124 0,0594

Comparacéo das variaveis dentro de cada genotipo

Para analisar a diferenca entre as variaveis em estudo antes e depois da
intervencao, dentro dos grupos de gendtipo usual e de portadores da mutacéao, foi
utilizado o teste t de Student para variaveis paramétricas e o teste de Wilcoxon para
variaveis ndo paramétricas. Nas tabelas 11, 12, 13 e 14 estdo representadas as
variaveis com o respectivo valor de p para os gendétipos relativos a cada um dos

polimorfismos estudados.



51

Tabela 11 — Médias antes e depois das varidveis em estudo dentro dos grupos de genaétipo
usual e de portadores da mutacao para o sitio do rs12086634 do gene HSD1181.

Gendtipo usual TT Portadores de mutacdo GT+GG
.- Média - Média
Variaveis 'i\f“e:il;? apos 3 p m?c?;a? apos 3 p
meses meses
ESCORE zZ 2,6 2,4 0,0000* 2,9 2,7 0,000008*
CA 95,3 93,0 0,00002* 98,7 97,2 0,1
PAS 105,2 103,9 0,65 116,5 112,6 0,06**
PAD 68,5 68,3 0,96 73,4 73,1 0,87
% GC 38,4 36,4 0,000002* 38,1 34,1 0,000001*
MG 27,0 26,0 0,03* 29,5 26,9 0,0002*
MM 43,1 44,9 0,008* 47,5 50,1 0,0006*
CT 152,6 152,4 0,93 160,6 157,2 0,35
HDL-C 44,7 49,8 0,00006* 41,6 46,2 0,008*
LDL-C 88,4 87,5 0,72 95,3 92,4 0,39
TG 114,4 92,7 0,0002* 116,6 87,2 0,0003*
GLUO 111,0 87,8 0,6 88,5 86,3 0,15
GLU 120 100,0 91,8 0,0002* 101,4 88,9 0,0002*
INS 0 17,3 13,7 0,0004* 15,8 13,5 0,13
INS 120 57,6 42,2 0,002* 61,4 34,8 0,00003*
HOMA-IR 2,7 1,8 0,002* 2,0 1,7 0,13
QUICKI 0,3 0,3 0,00001* 0,3 0,3 0,02*
FC
REPOUSO 83,4 77,0 0,0001* 80,1 72,9 0,002*
FC MAX 190,9 187,4 0,009* 197,0 193,3 0,01*
VO2 PICO 32,2 35,8 0,00004* 32,4 36,2 0,001~
VO2 ABS 2,3 2,5 0,01* 2,6 2,8 0,02*

* valor de p significativo (<0,05).
** yalor de p representa tendéncia (0,05 < p < 0,10).

Para o polimorfismo rs12086634 do gene HSD1181 houve uma resposta
semelhante para os individuos ndo portadores de mutacdo (TT) e portadores
(GT+GG). Os individuos de gendtipo usual (TT) obtiveram uma diminuicédo
significativa apenas para as variaveis CA, INS 0, e HOMA - IR, enquanto os
individuos portadores da mutacao néo.

O IMC-escore Z apresentou diminuicdo significativa para individuos de
ambos os genotipos. A CA apresentou diminuicdo significativa apenas para o
gendtipo usual (TT). Enquanto isso a % GC e a MG diminuiram para ambos os
genadtipos, e a massa corporal magra aumentou significativamente para ambos os

genotipos. Pode-se concluir que a adiposidade diminuiu significativamente para os
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individuos dos dois genotipos. Lee, Kang, Shin (2013), analisando mulheres
coreanas adultas com excesso de peso submetidas a 3 meses de exercicios,
constataram uma reducéo significativa do IMC e CA para todos os genétipos. Apesar
disso, s6 ocorreu diminuicao significativa da % GC nos individuos de gendtipo GG.

O CT e o LDL-C nao apresentaram diferengas significativas em nenhum dos
gendtipos. Contudo o HDL-C aumentou significativamente para os dois genétipos, o
que levou a uma melhora na qualidade do colesterol. Os niveis de TG diminuiram
significativamente para os dois genoétipos. De uma maneira geral, houve uma
melhora no perfil lipidico apds os 3 meses dos individuos de ambos os gendtipos.
Ainda no estudo de Lee, Kang, Shin (2013), foi constatada um aumento significativo
de HDL-C nos individuos de genétipos GG e GT, mas nao para os de genétipo TT.

A GLU 0 ndo mostrou diferenca significativa para nenhum dos genétipos. Ja
a GLU 120 e INS 120 diminuiram significativamente para individuos de ambos os
gendtipos. A INS 0 diminuiu significativamente apenas para os individuos do
genadtipo usual. O mesmo ocorreu para o indice HOMA-IR, o que representa uma
melhora na resisténcia a insulina em individuos de gendétipo usual. O indice QUICKI
apresentou aumento significativo para individuos de ambos os genoétipos, o que
representa uma melhora na sensibilidade a insulina para esses grupos.

As varidveis PAS e PAD nao apresentaram nenhuma diferenca significativa
apos os 3 meses de intervencao.

A FC REP e a FC MAX diminuiram significativamente em ambos os
gendtipos. Enquanto isso as variaveis VO, pico e VO, abs aumentaram
significativamente em ambos 0s genotipos. Isso demonstra uma melhora na aptidédo

cardiorrespiratéria para os dois grupos.
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Tabela 12 — Médias antes e depois das variaveis em estudo dentro dos grupos de genétipo
usual e de portadores da mutacao para o sitio do rs846910 do gene HSD1131.

Gendtipo usual GG Portadores de mutacao GA+AA
Variaveis M(_édia a'\g%(ilaB p Média al\fo%i% p
inicial inicial
meses meses
ESCORE zZ 2,8 2,8 0,0001* 2,9 2,8 0,49
CA 94,2 95,3 0,08** 96,1 98,0 0,36
PAS 115,1 113,1 0,25 108,3 113,5 0,71
PAD 71,5 71,4 0,92 71,0 74,0 0,52
% GC 38,5 34,4 0,000006* 38,2 35,0 0,04*
MG 27,1 24,7 0,0007* 29,0 29,8 0,66
MM 42,5 47,1 0,0007* 46,2 50,0 0,05**
CT 160,9 162,2 0,74 169,4 158,4 0,07**
HDL-C 43,3 42,7 0,58 40,6 44,7 0,24
LDL-C 93,9 96,7 0,57 106,0 94,3 0,11
TG 1171 117,6 0,71 108,2 88,1 0,04*
GLUO 86,5 83,5 0,03* 87,0 86,0 0,67
GLU 120 97,1 87,5 0,02* 95,3 90,6 0,45
INS O 14,6 10,3 0,002* 10,4 10,4 0,91
INS 120 31,7 23,2 0,04* 48,5 44.8 0,59
HOMA-IR 2,0 14 0,004* 15 1,3 0,65
QUICKI 0,3 0,3 0,0002* 0,3 0,3 0,89
FC
REPOUSO 83,7 76,7 0,003* 88,5 81,2 0,07**
FC MAX 180,6 181,4 0,91 185,6 170,0 0,08**
VO2 PICO 28,2 29,7 0,14 27,7 33,1 0,22
VO2 ABS 1,7 1,6 0,62 1,9 2,3 0,13

* valor de p significativo (<0,05).
** yalor de p representa tendéncia (0,05 < p < 0,10).

Para o polimorfismo rs846910 do gene HSD1131 houve uma predominancia
de associacdo significativa com os individuos de genétipo usual (GG), o que nao
pbde ser visto com tanta frequéncia nos individuos de portadores da mutacéo
(GA+AA). Ou seja, os individuos de gendtipo usual obtiveram melhores resultados
apos a intervencgdo do que os de gendtipo mutante.

Para o IMC-escore Z houve uma diminuicdo significativa no grupo de
individuos com gendétipo usual (GG), o que ndo aconteceu com o0 grupo de
individuos com gendtipo mutante (GA+AA). Concordante a isso, na CA houve uma
diminuicdo significativa dos individuos de gendtipo usual, o que n&o ocorreu para 0s

individuos de gendtipo mutante.
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Quando analisada a % GC, houve uma diminui¢ao significativa para os dois
genotipos. Apesar disso, a MG sO apresentou diminuicdo para os individuos de
genaotipo usual e ndo para os portadores da mutacdo. Ja a massa corporal magra
apresentou um aumento significativo por parte dos individuos de gendtipo usual e
uma tendéncia de aumento por parte dos individuos de portadores da mutacéo.
Essa desavenca de informacgédo pode ser explicada pelo fato de a diminuicdo da %
de gordura no grupo portador da mutacao ter sido perto do limiar (p = 0,0498) e o
aumento da MM no genaétipo mutante ter apresentado uma tendéncia (p = 0,0515).

A variavel TG apresentou uma diminuicdo significativa nos individuos
portadores da mutacdo e ndo nos de gendtipo usual. Essa foi a Unica variavel em
gue o gendtipo mutante mostrou diminuicdo enquanto que o genaotipo usual nao.

Quando analisada a variavel GLU 0 apareceu uma diminuicdo significativa
nos individuos de gendtipo usual, e ndo nos de gendtipo mutante. O mesmo ocorreu
para a GLU 120. Corroborando esses resultados a INS 0 e a INS 120 também
apresentaram uma diminui¢do significativa nos individuos de gendtipo usual, o que
nao ocorreu para 0os de gendtipo mutante.

O indice HOMA-IR diminuiu significativamente nos individuos de genétipo
usual, 0 que ndo ocorreu nos portadores da mutacdo. Isso demonstra que a
intervencdo diminuiu a resisténcia a insulina nos individuos de gendtipo usual.
Ratificando esse resultado, o indice QUICKI aumentou significativamente nos
individuos de gendétipo usual, o que ndo ocorreu nos portadores da mutacdo. Isso
demonstra que a sensibilidade a insulina pelos individuos de gendtipo usual
melhorou. Ou seja, individuos do gendtipo usual obtiveram um melhor
aproveitamento da insulina ap6s os 3 meses de exercicios fisicos e orientacao
nutricional.

Levando em consideragdo a FC em repouso houve uma diminuicéo
significativa para os individuos de gendtipo usual, e ocorreu apenas uma tendéncia
para os individuos de genétipo mutante.

As variaveis PAS, PAD, CT, HDL, LDL, FC MAX, VO, pico e VO, abs n&o
apresentaram nenhuma associacéao significativa nem com o genétipo usual nem com

a presenca da mutacgao.
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Tabela 13 — Médias antes e depois das varidveis em estudo dentro dos grupos de genétipo
usual e de portadores da mutacao para o sitio do rs696217 do gene GHRL.

Gendtipo usual GG Portadores de mutacdo GT+TT
Variaveis M(_édia a'\g%(ilaB p Média al\fo%i% p
inicial inicial
meses meses
ESCORE zZ 2,7 2,4 0,00000* 2,7 2,7 0,79
CA 97,0 94,7 0,000008* 94,0 95,0 0,49
PAS 109,1 106,1 0,07** 108,5 111,8 0,33
PAD 70,6 69,8 0,61 68,5 71,7 0,32
% GC 38,7 36,1 0,00000* 36,2 33,1 0,003*
MG 28,5 27,0 0,0005* 26,7 24,8 0,05**
MM 45,1 46,5 0,0004* 46,0 52,2 0,04*
CT 154,3 153,3 0,65 155,0 154,5 0,91
HDL-C 44,3 49,5 0,000007* 38,7 41,6 0,15
LDL-C 90,5 88,5 0,4 89,3 90,6 0,78
TG 109,7 88,8 0,00003* 134,1 105,3 0,12
GLUO 104,9 87,7 0,49 88,4 85,5 0,06**
GLU 120 100,3 89,5 0,00000* 95,2 93,6 0,58
INS O 17,8 14,0 0,00006* 12,1 12,1 0,79
INS 120 64,7 42,6 0,000002* 27,7 21,7 0,2
HOMA-IR 2,6 1,8 0,0004* 1,7 1,6 0,57
QUICKI 0,3 0,3 0,00000* 0,3 0,3 0,44
FC REP 82,6 76,6 0,00001* 80,8 73,0 0,06**
FC MAX 192,6 189,2 0,001* 193,0 187,5 0,22
VO2 PICO 32,3 35,8 0,000002* 32,2 36,6 0,08**
VO2 ABS 2,4 2,5 0,003* 2,4 2,6 0,08**

* valor de p significativo (<0,05).
** yalor de p representa tendéncia (0,05 < p < 0,10).

Para o polimorfismo rs696217 do gene GHRL também ocorreu uma melhor
resposta dos individuos do gendtipo usual (GG) em comparacao aos portadores da
mutacdo (GT+TT).

O IMC-escore Z e a CA diminuiram significativamente nos individuos de
gendtipo usual, o que ndo ocorreu nos portadores da mutacao. Os dois grupos de
genotipos apresentaram uma diminuigdo significativa em relagédo a variavel % de
gordura. Para a MG apenas o gendtipo usual mostrou uma diminuig&do significativa,
pois nos portadores da mutacdo apareceu apenas uma tendéncia a diminuicdo. A
MM apresentou aumento significativo nos dois grupos de genotipos, o0 que explica o
resultado da variavel % GC.
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O CT e o LDL-C nédo apresentaram nenhuma alteracdo significativa, mas o
HDL-C aumentou significativamente no grupo de gendtipo usual, o que ndo ocorreu
no grupo de gendtipo mutante. Pelo fato de o HDL-C ser uma lipoproteina que
carreia o colesterol para ser catabolizado pelo figado?*, houve uma melhora na
qualidade do colesterol dos individuos de gendtipo usual, 0 que ndo ocorreu para 0s
de gendtipo mutante. Os TG apresentaram uma diminuicdo significativa nos
individuos de genatipo usual, o que ndo ocorreu nos de genoétipo mutante. De modo
geral, houve uma melhora no perfil lipidico dos individuos de genétipo usual apos a
intervencao, 0 que Nao ocorreu para os portadores da mutacao.

As variaveis GLU 120, INS 0 e INS 120 apresentaram uma diminuicdo
significativa nos individuos de gendtipo usual, mas ndo nos de genétipo mutante.
Junto a esse fato, o indice HOMA-IR diminuiu significativamente e o indice QUICKI
aumentou significativamente nos individuos de gendtipo usual, 0 que ndo ocorreu
para os de genétipo mutante. Com a diminui¢cao da glucose, insulina e indice HOMA-
IR, e aumento do indice QUICKI, os individuos de gendtipo usual obtiveram uma
melhora no quadro geral de glucose sanguinea, resisténcia e sensibilidade a insulina
em comparacdo aos individuos portadores da mutacéao.

Levando em consideragdo a variavel FC REP, houve uma diminui¢do
significativa para os individuos de gendtipo usual e apenas uma tendéncia de
diminuicdo nos individuos portadores da mutacdo. Para a FC MAX ocorreu uma
diminuic&o significativa apenas para os individuos de gendtipo usual e as variaveis
VO, pico e VO, abs aumentaram significativamente apenas nos individuos de
gendtipo usual. Desse modo, houve uma melhora significativa na aptidao
cardiorrespiratéria dos individuos de gendtipo usual (GG), o que ndo pode ser
verificado nos portadores da mutagao (GT+TT).

As varidveis PAS, PAD, GLU 0 ndo apresentaram nenhuma associacdo

significativa com o gendtipo usual ou com a presenca da mutacao.
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Tabela 14 — Médias antes e depois das varidveis em estudo dentro dos grupos de genétipo
usual e de portadores da mutacao para o sitio do rs 8887 do gene PLIN4.

Gendtipo usual CC Portadores de mutacdo CT+TT
. Media  Media o Méda
Variaveis inicial apos 3 p Média inicial  apds 3 P
meses meses
ESCORE zZ 2,8 2,6 0,007* 2,8 2,7 0,001*
CA 96,4 96,4 0,98 94,9 94,7 0,76
PAS 112,9 113,2 0,88 113,7 109,6 0,14
PAD 73,2 74,0 0,98 70,9 70,2 0,83
% GC 37,8 34,6 0,0006* 39,6 36,0 0,0004*
MG 26,5 25,6 0,48 27,3 25,3 0,01*
MM 44,2 46,8 0,005* 41,4 45,9 0,009*
CT 153,3 149,4 0,45 160,5 163,9 0,31
HDL-C 47,3 48,4 0,3 44,7 46,5 0,51
LDL-C 90,2 87,7 0,64 95,6 98,0 0,55
TG 116,7 98,2 0,27 100,0 98,0 0,08**
GLUO 135,3 82,8 0,8 88,1 85,9 0,22
GLU 120 92,1 85,3 0,04* 101,2 92,5 0,06**
INS 0 15,9 13,8 0,46 15,6 10,6 0,05**
INS 120 36,3 25,3 0,01* 43,6 32,5 0,09**
HOMA-IR 3,5 2,0 0,27 2,0 14 0,1
QUICKI 0,3 0,3 0,32 0,3 0,3 0,003*
FC
REPOUSO 83,1 78,4 0,04* 83,7 76,8 0,01*
FC MAX 192,1 190,6 0,7 189,7 184,7 0,02*
VO2 PICO 31,6 37,3 0,01* 31,5 34,4 0,01*
VO2 ABS 2,4 2,8 0,01* 2,0 2,0 0,86

* valor de p significativo (<0,05).
** yalor de p representa tendéncia (0,05 < p < 0,10).

Para o polimorfismos rs8887 do gene PLIN 4 houve uma melhor resposta ao
exercicio e orientacdo nutricional por parte dos individuos de genétipo usual. Esse
fato seguiu o padrdo de todos os outros polimorfismos discutidos até entéo.

Para a variavel IMC-escore Z ocorreu uma diminuicdo significativa nos
individuos de ambos os genétipos. Apesar disso, a CA nado sofreu alteracdo
significativa em nenhum dos genatipos.

A % GC diminui significativamente em individuos de ambos os gendtipos,
sendo que a massa corporal gorda ndo diminui significativamente em nenhum dos
gendtipos. Apesar disso, a MM aumentou significativamente em individuos de

ambos 0s genotipos, o que explica a diminuicao da % GC.
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N&o houve alteragéo significativa para o CT, HDL-C, LDL-C e TG.

A variavel GLU 120 diminuiu significativamente em individuos de gendtipo
usual, enquanto os portadores da mutacdo apresentaram uma tendéncia de
diminuicao (p = 0,06). Concordando com esse achado, a INS 120 também diminuiu
em individuos de gendétipo usual, e apresentou apenas uma tendéncia de diminuigdo
nos individuos portadores da mutacdo. A GLU 0 ndo apresentou alteracédo
significativa. Na INS 0 apareceu apenas uma tendéncia de diminui¢cdo nos individuos
de gendtipo mutante. O HOMA-IR também néo apresentou alteracdo significativa em
nenhum dos genotipos, indicando que ndo houve melhora na resisténcia a insulina.
Apesar disso o indice QUICKI apresentou um aumento significativo apenas nos
individuos portadores da mutacdo, mostrando que esses obtiveram uma melhora
significativa na sensibilidade a insulina. Provavelmente esse resultado se deve ao
fato de ocorrerem tendéncias de diminuicdo na GLU 120, INS 0 e INS 120.

Na FC REP apareceu uma diminui¢éo significativa para ambos os genotipos.
Apesar disso, na FC MAX, a diminuic&o significativa apareceu apenas em individuos
portadores da mutacgéo, que, de um modo geral, obtiveram uma resposta de aptidao
cardiaca melhor do que os individuos de gendtipo usual.

Ja no VO pico houve um aumento significativo para individuos de ambos os
genodtipos, e no VO, abs, apenas um aumento significativo nos individuos de
genatipo usual. De um modo geral, os individuos de gendétipo usual obtiveram uma
resposta de aptiddo respiratéria melhor do que os individuos de portadores da
mutacao.

As variaveis PAS e PAD nédo apresentaram alteracdo significativa para

nenhum dos genotipos.
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Comparacéo das variaveis entre os genotipos

Para comparar as respostas dos grupos de individuos com genétipo usual e os portadores da mutacao nas variaveis do
estudo apods a intervencédo de 3 meses, foi utilizado o teste t de Student para variaveis paramétricas e o teste de Mann Whitney

para variaveis ndo paramétricas. Na tabela 15 estdo representadas as variaveis com o respectivo valor de p.

Tabela 15 —Comparacao entre as médias dos gendtipos usuais e portadores de mutacdo antes(1) e apds 3 meses (3) dos cinco polimorfismos
estudados.

HSD11B1 rs12086634 HSD11B1 rs846910 GRELINA PLIN 4
Variaveis Média TT Média p Média Média p Média GG Média p Média CC Média p
Uil poriadores O usual _pozores Usial  poragores Usial portagores

ESCZ1 2,6 2,4 0,26 2,3 25 0,69 2,6 2,4 0,35 2,3 2,7 0,22
ESCZ3 2,7 2,4 0,03* 2,7 2,8 0,75 2,4 2,7 0,36 2,6 2,7 0,71
CA1l 98,2 95,5 0,25 94,4 97,7 0,44 97,3 93,6 0,25 95,9 95,8 0,97
CA3 97,2 93,1 0,10 95,5 98,0 0,61 94,7 95,0 0,93 96,6 94,7 0,53
PAS 1 115,8 105,9 0,002* 115,8 105,9 0,76 115,8 105,9 0,88 113,0 113,8 0,64
PAS 3 112,6 104,0 0,006* 112,6 104,0 0,69 112,6 104,0 0,08** 113,2 109,6 0,32
PAD 1 72,3 68,1 0,15 72,3 68,1 0,41 72,3 68,1 0,21 71,3 70,5 0,92
PAD 3 73,1 68,5 0,02* 73,1 68,5 0,35 73,1 68,5 0,30 74,0 70,6 0,23
%G1 38,1 38,1 0,97 38,3 38,2 0,97 38,5 36,2 0,26 37,7 39,1 0,56
%G 3 34,1 36,6 0,11 34,5 36,2 0,63 36,3 33,1 0,17 34,5 36,4 0,48
GKgl 30,0 26,8 0,07** 26,9 29,0 0,62 28,6 26,7 0,48 27,3 27,0 0,90
GKg3 26,9 26,3 0,78 24,5 30,7 0,15 27,2 24,8 0,41 25,1 25,8 0,79
MM1 48,2 43,4 0,01* 42,7 46,2 0,44 45,6 46,0 0,90 45,6 42,0 0,26
MM3 50,1 45,0 0,01* 46,4 49,6 0,54 46,5 52,2 0,07** 46,0 45,8 0,96
CT1 161,4 155,8 0,45 165,6 163,8 0,90 158,4 152,2 0,54 156,7 164,6 0,44

CT3 157,2 152,4 0,50 162,2 158,4 0,74 153,3 154,5 0,91 149,4 163,9 0,11



HSD1181 rs12086634 HSD11B1 rs846910 GRELINA PLIN 4

Variaveis Média TT Média p Média Média p Média GG Média p Média CC Média p
Usual p(?r-tl;;j?)is GG usual p(?rg:rjﬁf(\es Usual po?tzjz-rres Usual pocr:t;gcl;-rres

HDL 1 42,6 44,1 0,57 42,6 44,1 0,29 42,6 44,1 0,15 45,8 44,8 0,54
HDL 3 46,2 49,8 0,24 46,2 49,8 0,78 46,2 49,8 0,03* 48,4 46,5 0,55
LDL 1 93,2 90,0 0,56 93,9 100,4 0,59 91,5 88,4 0,68 91,2 94,4 0,68
LDL 3 92,4 87,5 0,39 96,7 94,3 0,82 88,5 90,6 0,80 87,7 98,0 0,15
TG 1 113,6 123,2 0,90 113,6 123,2 0,96 113,6 123,2 0,93 126,1 108,5 0,69
TG 3 87,2 91,9 0,72 87,2 91,9 0,23 87,2 91,9 0,22 98,2 98,0 0,57
GLUO1 88,1 107,9 0,79 88,1 107,9 0,70 88,1 107,9 0,56 125,0 87,4 0,25
GLUO3 86,3 87,8 0,23 86,3 87,8 0,84 86,3 87,8 0,29 82,8 85,9 0,76
GLU 1201 100,0 99,6 0,92 96,4 98,4 0,82 100,0 99,6 0,37 95,5 97,6 0,67
GLU 120 3 88,9 91,8 0,42 87,5 90,6 0,67 88,9 91,8 0,45 85,3 92,5 0,11
INS01 15,7 17,2 0,37 15,7 17,2 0,34 15,7 17,2 0,08** 15,3 16,1 0,22
INSO03 13,5 13,7 0,54 13,5 13,7 0,68 13,5 13,7 0,51 13,8 10,6 0,66
INS 120 1 63,0 55,1 0,44 63,0 55,1 0,23 63,0 55,1 0,03* 38,0 50,8 0,69
INS 120 3 34,5 40,6 0,52 34,5 40,6 0,06** 34,5 40,6 0,12 26,4 32,1 0,71

HOMA-IR 1 2,0 2,7 0,25 2,0 2,7 0,55 2,0 2,7 0,15 3,4 2,0 1,0
HOMA-IR 3 1,7 1,8 0,67 1,7 1,8 0,78 1,7 1,8 0,71 1,9 1.4 0,51
QUICKI 1 0,3 0,3 0,28 0,3 0,3 0,18 0,3 0,3 0,06** 0,3 0,3 0,37
QUICKI 3 0,3 0.3 0,49 0,3 0,3 1,0 0,3 0,3 0,41 0,3 0,3 0,58
FCrepl 81,4 83,6 0,40 81,4 83,6 0,63 81,4 83,6 0,55 84,5 83,7 0,85
FCrep3 72,9 71,7 0,02* 72,9 77,7 0,38 72,9 77,7 0,28 78,4 76,8 0,74
FC MAX 1 194,5 190,8 0,19 186,5 185,6 0,89 191,9 192,8 0,82 191,5 189,0 0,56
FC MAX 3 192,9 187,4 0,09** 182,0 170,0 0,12 189,2 187,5 0,74 190,6 184,7 0,39
VO2 PICO 1 31,3 31,6 0,77 28,1 27,7 0,88 31,5 31,7 0,89 30,9 29,4 0,46
VO2 PICO 3 36,2 35,8 0,83 29,7 33,1 0,21 35,8 36,6 0,78 37,3 34,4 0,42
VO2 ABS 1 2,6 2,2 0,02* 2,0 19 0,82 24 2,2 0,51 2,4 2,0 0,14

VO2 ABS 3 2,8 2,5 0,11 1,6 2,3 0,18 2,5 2,6 0,73 2,8 2,0 0,06**




1 =inicial

3 = apbs 3 meses

* valor de p significativo (<0,05).

** valor de p representa tendéncia (0,05 < p < 0,10).
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Levando em consideracdo o polimorfismo rs12086634 do gene HSD11(31,
foram encontradas algumas associacdes significativas, discutidas abaixo.

O IMC-escore Z inicial era igual nos individuos de ambos os gendétipos. Mas
apos a intervencéao, os individuos de genotipo usual apresentaram um IMC-escore Z
significativamente maior do que os portadores de mutagcdo, mostrando que
obtiveram uma pior resposta aos exercicios e orientacao nutricional.

A FC REP inicial era igual nos individuos de ambos os gendtipos. Apesar
disso, apos a intervencdo houve uma melhor resposta por parte dos individuos de
gendtipo usual, que apresentaram um valor significativamente menor que o0s
portadores da mutacao.

A PAS inicial e apds a intervencao apresentou-se significativamente menor
nos portadores da mutacdo (GA+AA). Isso demonstra que esse genotipo
normalmente (sem exercicio fisico) apresenta um valor menor do que o do genotipo
usual, apesar de ambos terem respondido similarmente a intervencao. No estudo de
Gandhi et al.?*, em uma populacao sul indiana, em que 105 individuos com sindrome
metabdlica foram comparados com 100 controles, foi encontrado que em pacientes
com a sindrome metabdlica com o gendtipo heterozigoto (do polimorfismo
rs12806634 do gene HSD11B1) apresentaram maiores valores de PAS e também
maiores valores de CT comparados aos homozigotos.

Ja a PAD inicial era igual nos individuos de ambos os genoétipos. Mas apos a
intervencdo, o0s individuos de genétipo mutante apresentaram  valor
significativamente menor do que os individuos de gendtipo usual. Ou seja, 0s
portadores da mutacdo obtiveram uma melhor resposta a intervencédo do que os de
genatipo usual.

Os valores de MM inicial e final foram significativamente menores nos
portadores da mutacao. Isso demonstra que o gendétipo usual apresenta maior MM
do que os de gendtipo mutante, independente da intervencgao.

O VO, abs inicial era maior nos individuos de genétipo usual. Mas apds a
intervencao os valores dos dois gendtipos nao revelaram diferenca significativa. 1sso
provavelmente demonstra que os individuos de genotipo usual tém normalmente
melhores valores de VO, abs, mas praticando atividades fisicas, os dois genétipos
tem o mesmo desempenho.

Para o polimorfismo rs846910do gene HSD11B1 nado foi encontrada

nenhuma associacao significativa antes ou apos a intervencédo. Ja no estudo de
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! com adolescentes mexicanos obesos, foi encontrada

Duran-Gonzalez et al. 2
associacao entre o alelo A desse polimorfismo e as variaveis HOMA-IR (p = 0,04) e
TG (P =0,03).

Levando em consideracdo o polimorfismo do gene GHRL, foram
encontradas algumas associac¢des significativas, discutidas abaixo.

O HDL-C inicial ndo demonstrou nenhuma diferenca significativa entre os
individuos de genotipo usual e os portadores da mutacdo. Mas apos a intervencao,
0s portadores da mutacdo apresentaram valores significativamente maiores do que
os de gendtipo usual. Como ndo houve diferencas antes nem apdés a intervengéo
para o CT e LDL-C, considera-se que houve uma melhora na qualidade do
colesterol, apds os exercicios, para os portadores da mutacao.

No estudo de Takezawaet al.?*

, em que foram avaliados adultos japoneses,
foram encontradas maiores concentracbes de GLU 0 para individuos do gendtipo
TT. Quando analisadas as varaveis CT, LDL-C e HDL-C, as concentracbes eram
menores em individuos desse mesmo gendtipo.

N&o foi encontrada diferenca significativa de IMC-escore z entre individuos
de gendtipo usual e portadores da mutacdo no presente estudo. Resultados
similares foram encontrados por Dantas et al. ® num estudo com adultos obesos
numa populacdo caucasiana de Curitiba, PR.

Para a INS 120 inicial, havia um valor significativamente menor nos
individuos portadores da mutacdo. Mas apds a intervencdo, essa diferenca
significativa desapareceu.

Para o polimorfismo do gene PLIN 4 ndo foi encontrada nenhuma
associacao significativa antes ou apoés a intervencao. Levando em conta que existe
um desequilibrio de ligagcdo entre os genes PLIN 1 e PLIN 4?°, 0 achado no presente
estudo contraria os resultados de Deram et al.®® que encontraram diferenca
significativa entre os dois genoétipos do polimorfismo rs894160 do gene PLIN 1,
antes de uma intervencéo de exercicios fisicos de 5 meses. Foi encontrada maior
quantidade de TG (p = 0,003) e menor quantidade de HDL-C (p = 0,003) para o alelo
A (mutante). Além disso, também foi encontrado que o mesmo alelo estava
associado com concentra¢cdes maiores de insulina (p = 0,034) e o indice HOMA-IR
(p =0,015). Confirmando o presente estudo, Deram et al. (2008) também néao
encontraram associacao significativa entre glucose, CT e composi¢cao corporal e o

polimorfismo do gene PLIN1.
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Soenen et al.?® estudaram 118 adultos (mulheres e homens de 20-65 anos)
gue passaram por uma dieta de baixa caloria por 6 semanas, e mais um ano de
controle do peso. Nesse estudo, para os homens, foram encontrados valores
significativamente menores de peso, IMC, CA, massa gorda para o alelo mutante
(alelo menor) antes da intervencdo, o que se manteve durante todo o periodo da
intervencdo nutricional. Ja para mulheres, ocorreu uma maior perda de peso e
massa gorda nos individuos portadores da mutacdo ao longo de todo estudo.

Soenen et al.?®

concluiram que pelas mulheres perderem mais peso e massa gorda
ao longo do tempo, elas apresentam mais flexibilidade e responsividade para

intervencdes de perda de peso.

Frequéncias alélicas abaixo e acima da mediana

ApOGs os testes béasicos de estatistica, foi calculada a diferenca entre os
resultados das variaveis iniciais e apos 3 meses. Logo em seguida foi calculada a
mediana dessa diferenca, e o niumero 0 (zero) foi atribuido para valores abaixo da
mediana e o numero 1 (um) foi atribuido para valores acima da mediana, tornando
cada varidvel em uma distribuicdo binomial. Frequéncias alélicas foram calculadas
para os individuos abaixo e acima da mediana. Esses valores estdo demonstrados
nas tabelas a seguir (Tabela 16, 17, 18 e 19), junto com o respectivo valor de p (de
qui-guadrado). As frequéncias que obtiveram um valor de p significativo (< 0,05)

sugerem a influéncia do alelo em questao na resposta das variaveis.
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Tabela 16 — Frequéncias alélicas (+ EP) acima e abaixo da mediana para o rs12086634 do
gene HSD11B1 e valores de p para as comparacfes entre estas frequéncias.

ABAIXO ACIMA p
variaveis Freq + EP alelo Freq + EP Freq + EP alelo Freq + EP alelo
G alelo T G T
Peso 0,16 £ 0,03 0,83 +0,03 0,24 £ 0,04 0,75+ 0,04 0,18
Escore-z 0,19+ 0,04 0,80+ 0,04 0,22 £ 0,04 0,77 £ 0,04 0,55
CA 0,22 £ 0,04 0,77 £ 0,04 0,18 £ 0,04 0,81 £ 0,04 0,46
PAS 0,15+ 0,04 0,84 + 0,04 0,25+ 0,04 0,74 + 0,04 0,27
PAD 0,20+ 0,04 0,79 £ 0,04 0,21 £ 0,04 0,78 £ 0,04 0,84
% GC 0,13+0,03 0,86 + 0,03 0,30+ 0,05 0,70+ 0,05 0,01*
MG 0,16 £ 0,04 0,83 £ 0,04 0,26 £ 0,04 0,73 0,04 0,10
MM 0,31 +0,05 0,68 +0,05 0,12 +0,03 0,87 £ 0,03 0,003*
CT 0,22 £ 0,04 0,77 £ 0,04 0,21 £ 0,04 0,78 £ 0,04 0,87
HDL-C 0,16 £ 0,03 0,83+0,03 0,28 £ 0,04 0,71+ 0,04 0,06**
LDL-C 0,21 £ 0,04 0,78 £ 0,04 0,21 £ 0,04 0,78 £ 0,04 1,00
TG 0,26 + 0,04 0,73+0,04 0,18 £ 0,03 0,81+ 0,03 0,19
TSH 0,15+ 0,04 0,84 £ 0,04 0,25+ 0,04 0,74 £ 0,04 0,11
GLUO 0,14 £ 0,03 0,85+ 0,03 0,28 +0,04 0,71+ 0,04 0,02*
GLU 120 0,18 £ 0,04 0,81 £ 0,04 0,26 £ 0,04 0,73 +0,04 0,22
INS O 0,25+ 0,04 0,74 £ 0,04 0,17 £ 0,04 0,82 + 0,04 0,20
INS 120 0,19 £ 0,04 0,80+ 0,04 0,27 £ 0,05 0,72 £ 0,05 0,26
HOMA-IR 0,28 + 0,04 0,71+ 0,04 0,14 £ 0,03 0,85+ 0,03 0,02*
QUICKI 0,19 £ 0,04 0,80+ 0,04 0,21 £ 0,04 0,78 £ 0,04 0,78
FC REP 0,19 + 0,04 0,80 + 0,04 0,22 + 0,04 0,77 £ 0,04 0,64
FC MAX 0,19 £ 0,05 0,80+ 0,05 0,15+ 0,04 0,84 £ 0,04 0,56
VO2 PICO 0,20+ 0,05 0,79 £ 0,05 0,14 £ 0,04 0,85+ 0,04 0,39
VO2 ABS 0,16 £ 0,04 0,83+ 0,04 0,17 £ 0,04 0,82 £ 0,04 0,87

* valor de p significativo (<0,05)
** valor de p representa tendéncia (0,05 < p < 0,10)

No polimorfismo rs12086634 do gene HSD11B1 apareceram diferencas

entre as frequéncias alélicas acima e abaixo da mediana para as variaveis % GC,

MM, GLU 0 e HOMA-IR. Desse modo, € possivel que o polimorfismo em questédo

esteja influenciando na resposta dessas variaveis.
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Tabela 17 — Frequéncias (+ EP) alélicas acima e abaixo da mediana para o rs846910 do
gene HSD11B1e valores de p para as comparacdes entre estas frequéncias.

ABAIXO ACIMA p
P Freq + EP alelo Freq + EP alelo Freq + EP alelo Freq + EP alelo
Variaveis G A G A
Peso 0,91+ 0,03 0,08 + 0,03 0,85 + 0,07 0,15 + 0,07 0,36
Escore-z 0,90+ 0,04 0,09 £ 0,04 0,88 £ 0,06 0,11 + 0,06 0,79
CA 0,89 + 0,03 0,10+ 0,03 0,90+ 0,06 0,10+ 0,06 0,96
PAS 0,88 + 0,04 0,11 + 0,04 0,92 + 0,04 0,07 £ 0,04 0,55
PAD 0,88 + 0,04 0,11+ 0,04 0,92 + 0,04 0,07 + 0,04 0,55
% GC 0,91 £ 0,05 0,08 +£ 0,05 0,90+ 0,04 0,09 £ 0,04 0,87
MG 0,88 + 0,05 0,11 + 0,05 0,93 + 0,04 0,06 + 0,04 0,43
MM 0,88 + 0,04 0,11 + 0,04 0,95 + 0,04 0,04 £ 0,04 0,36
CT 0,97 + 0,02 0,02 + 0,02 0,71 + 0,07 0,28 + 0,07 0,002*
HDL-C 0,81 + 0,09 0,18 + 0,09 0,86 + 0,04 0,13+ 0,04 0,60
LDL-C 0,97 + 0,02 0,02 + 0,02 0,73 + 0,07 0,26 + 0,07 0,004*
TG 0,90+ 0,04 0,09 + 0,04 0,78 = 0,07 0,21 + 0,07 0,16
TSH 0,90+ 0,04 0,10+ 0,04 0,80+ 0,07 0,20+ 0,07 0,23
GLUO 0,90+ 0,05 0,09 £ 0,05 0,83+ 0,05 0,16 + 0,05 0,36
GLU 120 0,85 + 0,06 0,14 + 0,06 0,79 + 0,08 0,20+ 0,08 0,53
INS O 0,80+ 0,06 0,20+ 0,06 0,94 £ 0,04 0,05+ 0,04 0,07**
INS 120 0,80+ 0,07 0,19 + 0,07 0,75+0,15 0,25+ 0,15 0,72
HOMA-IR 0,84 + 0,06 0,15 + 0,06 0,94 + 0,04 0,05+ 0,04 0,19
QUICKI 0,92 + 0,04 0,07 + 0,04 0,89 + 0,05 0,10+ 0,05 0,64
FC REP 0,94 + 0,03 0,05+ 0,03 0,86 + 0,05 0,13+ 0,05 0,23
FC MAX 1,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,70+ 0,14 0,30+ 0,14 0,13
VO2 PICO 0,80+ 0,12 0,20+ 0,12 0,91 + 0,07 0,08 + 0,07 0,42
VO2 ABS 0,75+0,12 0,25+0,12 1,00+ 0,00 0,00+ 0,00 0,06**

* valor de p significativo (<0,05)
** valor de p representa tendéncia (0,05 <p < 0,10)

No polimorfismo rs846910 do gene HSD1131 foram encontradas diferencas

significativas entre as frequéncias alélicas acima e abaixo da mediana nas variaveis

CT e LDL. Portanto, é possivel que haja uma influéncia, por parte do polimorfismo

em questao, na resposta dessas variaveis.
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Tabela 18 — Frequéncias alélicas (+ EP) acima e abaixo da mediana para o rs696217 do
gene GHRL e valores de p para as comparacfes entre estas frequéncias.

ABAIXO ACIMA p
Variaveis Freq + EP alelo Freq + EP alelo Freq + EP alelo Freq + EP alelo
G (L72) T (M72) G (L72) T (M72)
Peso 0,90+ 0,03 0,10+ 0,03 0,95 £ 0,02 0,04 £ 0,02 0,13
Escore-z 0,87 £ 0,03 0,12 £ 0,03 0,97 £0,01 0,02+0,01 0,008*
CA 0,88 £ 0,03 0,11 £ 0,03 0,96 £ 0,01 0,03+0,01 0,04*
PAS 0,87 £ 0,03 0,12 £ 0,03 0,96 +£ 0,01 0,03+0,01 0,01*
PAD 0,92 £ 0,02 0,07 £ 0,02 0,93 £0,02 0,06 £ 0,02 0,77
% GC 0,94 £ 0,02 0,05+ 0,02 0,88 £ 0,03 0,11+ 0,03 0,24
MG 0,90+ 0,03 0,10+ 0,03 0,93 £0,02 0,06 £ 0,02 0,43
MM 0,88 £ 0,03 0,11 +£0,03 0,95+ 0,02 0,05+ 0,02 0,12
CT 0,92 £ 0,02 0,07 £ 0,02 0,93 £0,02 0,06 £ 0,02 0,96
HDL-C 0,95+ 0,02 0,04 +0,02 0,90+ 0,03 0,10+ 0,03 0,17
LDL-C 0,91 £ 0,02 0,08 £ 0,02 0,94 £ 0,02 0,05+ 0,02 0,57
TG 0,93 +0,02 0,06 £ 0,02 0,92 £ 0,02 0,07 £ 0,02 0,66
TSH 0,95+ 0,02 0,05 £ 0,02 0,91 £ 0,02 0,08 £ 0,02 0,41
GLUO 0,94 £ 0,02 0,05+ 0,02 0,91 +0,03 0,08 £ 0,03 0,46
GLU 120 0,85+ 0,04 0,14 £ 0,04 0,98 £ 0,01 0,01 +0,01 0,002*
INS O 0,91 +0,03 0,08 £ 0,03 0,94 £ 0,02 0,05+ 0,02 0,32
INS 120 0,88 £ 0,04 0,11 £ 0,04 0,95 £ 0,02 0,04 0,02 0,12
HOMA-IR 0,91 +0,03 0,08 £ 0,03 0,94 £ 0,02 0,05+ 0,02 0,52
QUICKI 0,94 £ 0,02 0,05 £ 0,02 0,90+ 0,03 0,09 £ 0,03 0,36
FC REP 0,94 + 0,02 0,05+ 0,02 0,91 £0,02 0,08 £ 0,02 0,43
FC MAX 0,92 £ 0,03 0,07 £ 0,03 0,95 £ 0,02 0,04 £ 0,02 0,5
VO2 PICO 0,96 £ 0,02 0,03 +0,02 0,91 +£0,03 0,08 £ 0,03 0,22
VO2 ABS 0,95+ 0,02 0,04 £ 0,02 0,93+0,03 0,06 £ 0,03 0,63

* valor de p significativo (<0,05).
** valor de p representa tendéncia (0,05< p < 0,10).

Para o polimorfismo do gene GHRL foram encontradas diferencas

significativas entre as frequéncias alélicas acima e abaixo da mediana nas variaveis

IMC- escore Z, PAS e GLU 120. Ou seja, existe a possibilidade do polimorfismo

estar influenciando na resposta dessas variaveis.
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Tabela 19 — Frequéncias alélicas (+ EP )acima e abaixo da mediana para o rs8887 do gene

PLIN4 e valores de p para as comparacoes entre estas frequéncias.

ABAIXO ACIMA p
Variaveis Freq + EP alelo Freq + EP alelo  Freq + EP alelo Freq + EP alelo
G276 T276 G276 T276
Peso 0,69 £ 0,05 0,30+ 0,05 0,61 £ 0,08 0,38 £ 0,08 0,41
Escore-z 0,70+ 0,05 0,29 £ 0,05 0,60+ 0,07 0,39 £ 0,07 0,31
CA 0,69 £ 0,05 0,30+ 0,05 0,60+ 0,07 0,39 £ 0,07 0,36
PAS 0,72 £ 0,06 0,27 £ 0,06 0,61 + 0,06 0,38 £ 0,06 0,20
PAD 0,60+ 0,06 0,40+ 0,06 0,73 £ 0,06 0,26 = 0,06 0,16
% GC 0,75+ 0,07 0,25+ 0,07 0,60+ 0,06 0,40+ 0,06 0,16
MG 0,71 £ 0,06 0,28 £ 0,06 0,60+ 0,07 0,40+ 0,07 0,27
MM 0,69 + 0,06 0,30+ 0,06 0,60+ 0,08 0,40+ 0,08 0,39
CT 0,65 £ 0,06 0,34 £ 0,06 0,71 £ 0,07 0,28 £ 0,07 0,56
HDL-C 0,60+ 0,09 0,39 £ 0,09 0,70+ 0,05 0,30+ 0,05 0,38
LDL-C 0,66 = 0,06 0,34 £ 0,06 0,70+ 0,07 0,30+ 0,07 0,68
TG 0,63 £ 0,06 0,36 + 0,06 0,73 +0,07 0,26 £ 0,07 0,30
TSH 0,70+ 0,06 0,29 £ 0,06 0,63 £ 0,07 0,36 £ 0,07 0,49
GLUO 0,68 £ 0,06 0,32 £ 0,06 0,68 £ 0,07 0,31+ 0,07 0,98
GLU 120 0,69 £ 0,07 0,30+ 0,07 0,66 + 0,08 0,33+0,08 0,83
INS O 0,73 +0,06 0,26 £ 0,06 0,61+ 0,07 0,38 £ 0,07 0,24
INS 120 0,75 0,07 0,25 £ 0,07 0,50+ 0,11 0,50+ 0,11 0,06**
HOMA-IR 0,71 + 0,06 0,28 £ 0,06 0,59 £ 0,07 0,40+ 0,07 0,22
QUICKI 0,65 £ 0,07 0,34 £ 0,07 0,69 £ 0,07 0,30+ 0,07 0,70
FC REP 0,62 £ 0,06 0,37 £ 0,06 0,70+ 0,06 0,29 £ 0,06 0,39
FC MAX 0,72 £ 0,09 0,27 £ 0,09 0,62 £0,12 0,37 £0,12 0,50
VO2 PICO 0,68 £ 0,09 0,31 +0,09 0,54 £ 0,10 0,45+ 0,10 0,35
VO2 ABS 0,65 £ 0,09 0,34 £ 0,09 0,55+0,11 0,45+0,11 0,47

* valor de p significativo (<0,05)
** valor de p representa tendéncia (0,05 < p < 0,10)

Para o polimorfismo do gene PLIN4 n&o ocorreram diferengas significativas

entre as frequéncias alélicas acima e abaixo da mediana nas variaveis do estudo.

Desse modo, ndo foi encontrado nenhum indicio de que o polimorfismo em questao

influencie a resposta das variaveis estudadas.

Regresséao logistica

Finalmente, para ratificar os resultados das frequéncias alélicas abaixo e

acima da mediana, foi calculada a regressao logistica de cada variavel. Para isso, a

resposta (acima e abaixo da mediana) de cada variavel antropométrica e bioquimica

foi considerada como variavel dependente, e para as variaveis independentes foram
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utilizados os cinco polimorfismos estudados (genétipo usual e portadores da
mutacdo), sexo e idade. As variaveis que deram significativas estdo demonstradas
na tabela 20 abaixo, demonstrando que nessas variaveis, 0s genoétipos atuam como
fatores independentes de influéncia. Ou seja, ndo existe distorcdo na analise

estatistica decorrente de outros fatores analisados.

Tabela 20 — Regresséo logistica das variaveis estudadas.

HSD11B1rs 12086634 HSD11B1 rs846910 GHRL
Variaveis BxEP p B+EP p B+EP p
1,861 + R -22,029 * R
PAS 0,024 0,02 " 1884148 0003
% GC 1,792 +0,95 0,04*
CT - 227+%124 0,06*
LDL-C —  227+124 0,06
TG -0,526 0,09**
-21,407 * .
INS 0 1335561 1002
-21,455 +
HOMA-IR 1348517 001
FC MAX 0,09**
VO2 PICO 0,07**

* p significativo (<0,05).
** p representa tendéncia (0,05 < p < 0,10).

O polimorfismo do gene PLIN 4 ndo apresentou valores significativos de
regressdo. Como também ndo foi encontrada nenhuma significancia entre as
frequéncias alélicas acima e abaixo da mediana, esse estudo sugere que o
polimorfismo rs8887 ndo atua como um fator de risco para as variaveis estudadas.

Para a variavel PAS, dois polimorfismos apresentaram valores significativos
de regressédo: o polimorfismo rs12086634 do gene HSD1181 e o polimorfismo do
gene GHRL. Para o polimorfismo do gene GHRL as frequéncias alélicas acima e
abaixo da mediana também apresentaram valor significativo (p = 0,0183), o que
corrobora a regressdo, indicando que esse polimorfismo é um fator de risco
independente para a PAS. Além disso, apés a intervencao, apareceu uma tendéncia
de menor PAS nos portadores de mutacdo. J& no polimorfismo do gene HSD11G1
nao ocorreu valor significativo (p = 0,2733) para as frequéncias alélicas acima e
abaixo da média, o que pode significar que a resposta pode estar mascarada por
outra co-variavel nas frequéncias alélicas, o que foi neutralizado na regressao

logistica. O tamanho da amostra também pode estar interferindo, ou pode ser um
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efeito do genoétipo e ndo do alelo. Apesar disso, tanto antes e quanto apds a
intervencao, a PAS foi menor em portadores da mutacao.

Segundo Nagaya et al. > a grelina € um horménio que interfere na pressao
arterial, pois apos injecao intravenosa de grelina em ratos ocorreu uma diminuicédo
significativa na média da pressdo arterial (-12mmHg, p< 0,05) sem mudanca
significativa na frequéncia cardiaca (p=0,39). Isso pode ser devido ao fato da grelina

apresentar um efeito vasodilatador sistémico que independe do endotélio®® %°.

No estudo de Choiet al.®®

, ho qual foi analisada uma populacdo adulta
coreana, também ndo foram encontrados associa¢des entre as variaveis GLU 0,
indice HOMA-IR e HDL-C com o polimorfismo rs696217 do gene GHRL.

No calculo de regressdo da variavel % GC apareceu que o polimorfismo
rs12086634 do gene HSD11B1 apresentou valor significativo. Esse resultado
confirma o resultado das diferentes frequéncias alélicas acima e abaixo da mediana
(p = 0,0103), demonstrando que o polimorfismo desse gene € um fator de risco
independente para a % GC. Nao houve diferenca entre os portadores e nao
portadores de mutacdo antes nem apds a intervencdo para essa variavel. Talvez
outras co-variaveis interferiram, o que n&do acontece na regressao.

Analisando a variavel TG apareceu um valor significativo da regresséo para
o polimorfismo rs12086634 do gene HSD11831. Apesar disso, ndo foi encontrada
diferenca significativa (p = 0,1938) entre as frequéncias alélicas acima e abaixo da
mediana. Isso pode sugerir que a resposta pode estar mascarada por outra co-
variavel nas frequéncias alélicas, o que foi neutralizado na regresséao logistica.

Para o indice HOMA-IR a regressao apresentou valor significativo para o
polimorfismo rs846910 do gene HSD1131. Apesar disso, ndo foi encontrada
diferenca significativa (p = 0,1989) entre as frequéncias alélicas acima e abaixo da
mediana para esse polimorfismo. O que poderia explicar essa situacdo € a resposta
da frequéncia alélica estar sendo mascarada por outra co-variavel, e na regressao
logistica essa co-variavel ter sido neutralizada. Também pode ser um efeito apenas
do gendtipo, e néo do alelo.

Algumas diferengas entre frequéncias alélicas acima e abaixo da mediana
foram significativas, apesar de ndo apareceram valores significativos na regressao
logistica. Provavelmente isso se deve ao fato de que a amostra € pequena, € na
frequéncia alélica o N é maior (devido aos alelos), enquanto na regressao séo

levados em conta genotipo usual versus mutante, em que o n é menor.
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7. DISCUSSAO GERAL

Para o gene ADIPOQ as variaveis IMC escore-Z, MM, CT, HDL e LDL
mostraram significancia quando comparado as médias antes e ap0s os 3 meses
entre os portadores e nao portadores de mutacao.

No inicio o IMC escore-z ndo apresentava diferenca entre os individuos
portadores e ndo portadores de mutagdo, mas apoés as doze semanas os individuos
portadores de mutacdo obtiveram uma diminuicdo significativa em relacdo aos nao
portadores, mostrando que os portadores de mutacdo responderam melhor a
intervencao.

No tempo inicial, os portadores de mutacdo apresentaram a variavel MM
significativamente mais elevada do que os individuos ndo portadores. Mas ap0s as
12 semanas essa diferenca ndo apareceu mais. Como houve um aumento
significativo apenas para os ndo portadores, esses individuos com o exercicio fisico
conseguiram alcancar a maior MM que os portadores apresentavam inicialmente,
mostrando que os ndo portadores obtiveram uma melhor resposta ao exercicio em
relacdo a MM.

O CT inicial era significativamente mais elevado em portadores da mutacao
em relacdo aos ndo portadores. Apdés as 12 semanas, apareceu apenas uma
tendéncia de diferenca significativa entre os individuos portadores e ndo portadores
de mutacdo. Quando comparado dentro dos individuos portadores e ndo portadores
de mutacdo ndo apareceu diminuicdo do CT, mostrando que os individuos nao
portadores de mutacéo aparentam ter uma protecdo em relagédo ao CT, e que esse
CT mais baixo nédo é influenciado pela pratica regular de exercicios fisicos.

O HDL inicial ndo mostrava diferenca significativa entre os individuos
portadores e ndo portadores. Apdés o0s exercicios fisicos, os individuos néo
portadores de mutacdo aumentaram seu HDL significativamente, o que nao
aconteceu para os individuos portadores. Isso demonstra que os individuos nao
portadores obtiveram uma melhora no colesterol considerado bom, enquanto que os
individuos ndo portadores ndo apresentaram essa resposta a intervencgao.

Inicialmente, os individuos ndo portadores de mutacao apresentavam LDL
significativamente menor do que os portadores. Mas ap0s as 12 semanas essa

diferenca desapareceu, por que os individuos portadores de mutacdo diminuiram
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significativamente seu LDL, enquanto que os individuos ndo portadores nao
responderam a intervencdo. Isso demonstra que apesar dos individuos nao
portadores apresentarem uma protecdo em relacdo ao LDL, quando submetidos a
pratica regular de exercicios, individuos portadores e ndo de mutacdo tem
resultados parecidos.

No gene ADIPOQ, a regressao logistica apresentou-se significativa para as
variaveis CA, INS 0 E HOMA-IR. Para a variavel CA foi encontrada uma diminuicédo
significativa apenas para os individuos n&o portadores de mutacdo apéds 12
semanas.

A variavel INS 0 inicialmente ndo apresentava diferenca entre individuos
portadores e ndo portadores, mas apds as 12 semanas ocorreu uma diminuicao
significativa por parte dos individuos ndo portadores de mutagéo, o que resultou em
uma tendéncia (p = 0,06) de diferenca entre os individuos portadores e nao
portadores.

Para a variavel HOMA-IR existia inicialmente uma tendéncia de maior
HOMA-IR por parte dos individuos portadores de mutacdo. Mas apds as 12
semanas essa tendéncia desapareceu.

A regresséo logistica demonstra que o alelo T276 atuou como um fator de
risco independente na reducdo de CA, INS 0 e HOMA-IR. O fato de ndo aparecer
significAncia entre os individuos portadores e ndo portadores de mutacdo antes e
apos a intervencdo pode ser devido ao fato da amostra deste estudo ser pequena.

Em estudo com ratos foi demonstrado que o aumento da expressao da
adiponectina foi associado com aumento de sensibilidade a insulina. Apos
administracdo de dieta rica em gorduras, foi observada diminuicdo da adiponectina
no plasma. Quando se injetou adiponectina nesses ratos, ocorreu uma melhora na
resisténcia a insulina e hipertrigliceridemia, que havia sido desenvolvida em resposta
a dieta rica em gordura (YAMAUCHI et al., 2001).

Os receptores da adiponectina chamam se Adipor 1 e Adipor 2, e ajudam na
regulacdo do metabolismo da glucose e sensibilidade a insulina. No figado, o
receptor Adiporl fosforila uma proteina quinase ativada por AMP (AMPK) e o Adipor2
ativa os receptores ativados por proliferador de peroxissomo (PPARa), levando ao
aumento da sensibilidade a insulina, a oxidacdo de acidos graxos e captacdo de
glucose (YAMAUCHI et al., 2013).
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Para o polimorfismo rs12086634 do gene HSD1181 as variaveis IMC
escore-Z, FC rep, PAS, PAD, MM e VO, abs mostraram significAncia quando
comparado as meédias antes e ap6s os 3 meses entre 0s portadores e nao
portadores de mutacao.

Inicialmente n&o existia diferenga significativa no IMC escore-Z entre
portadores e ndo portadores de mutacdo. Apos as 12 semanas ambos individuos
baixaram significativamente o IMC escore-Z, mas os individuos portadores
apresentaram uma melhor resposta a intervencao.

Antes da intervencdo, ndo existia diferenca significativa entre individuos
portadores e ndo de mutacao para a variavel FC rep. Apds as 12 semanas, ambos
os individuos apresentaram diminuicdo significativa, mostrando que a intervencéao
obteve efeito, mas também apresentaram uma diferenca significativa entre os
individuos, sendo que os nao portadores apresentaram menor FC rep apos a
intervencao.

No inicio, a MM era significativamente maior em ndo portadores da mutacao.
Apos as 12 semanas, portadores e nao aumentaram igualmente sua MM, pois os
portadores de mutagao continuavam com uma MM menor. Isso demonstra que os
individuos ndo portadores apresentam uma melhor MM do que os portadores,
mesmo apos praticar exercicios.

Inicialmente o VO, abs era significativamente maior em ndo portadores.
Apés as 12 semanas, tanto individuos portadores como ndo portadores aumentaram
significativamente seus valores de VO, abs, mas os individuos portadores
aumentaram mais, fazendo com que ndo existisse mais diferenca estatistica entre
portadores e ndo portadores apds a intervengcdo. Ou seja, os individuos nao
portadores, sem pratica regular de exercicios tem melhor valor de VO, abs, mas
quando ambos praticam exercicios regulares, o valor de VO, abs é equivalente.

Inicialmente a PAS era significativamente maior em individuos néao
portadores de mutacdo. Mas ap0s os exercicios essa diferenca ndo pode mais ser
averiguada. A regressao logistica apresentou-se significativa para a variavel PAS,
demonstrando que o alelo T do polimorfismo rs12086634 do gene HSD1181 € um
fator de risco independente para essa variavel.

Antes da intervencéo nao existia diferenca no valor de PAD entre portadores

e ndo da mutacdo. Apesar disso, apds as 12 semanas, os individuos portadores de
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mutacdo apresentaram menor PAD, mostrando que eles responderam melhor a
intervencao.

No polimorfismo rs12086634 do gene HSD11B1, a regressao logistica
apresentou-se significativa para a variavel % GC. Tanto individuos portadores como
ndo portadores diminuiram significativamente essa variavel apos a intervencdo, mas
nao houve diferenga significativa entre portadores e ndo portadores. De qualquer
forma, a regressao demonstra que o alelo T do polimorfismo em questdo é um fator
de risco independente para a %GC.

A expressao da enzima 11B-HSD1 no tecido adiposo de individuos obesos
aumenta o risco de sindrome metabdlica, caracterizada por obesidade central,
hiperglicemia, dislipidemia e hipertensdo (SLANOVIC-KUZMANOVIC, KOS,
DOMIJA, 2013). Um estudo prévio estabeleceu correlacdo entre os polimorfismos
rs846910 e rs12086634 do gene HSD711B1, diabetes tipo 2 e hipertensdo em
mulheres com sindrome do ovério policistico. Independentemente se as mulheres
tinham ou ndo a sindrome, foi descoberto que os alelos rs846910 A e rs12086634 T
aumentavam a expressao e atividade da enzima 11p-HSD1, pois foram observados
maiores niveis de mMRNA de 11B-HSD1 no tecido adiposo e maiores taxas de
aparecimento de cortisol ativo durante infusédo de cortisol estavel (GAMBINERI et al.,
2011).

O polimorfismo rs846910 do gene HSD1181 apresentou valor de regresséo
logistica significativa para as variaveis INS 0 e HOMA-IR, mostrando que o alelo A
desse polimorfismo atua como fator de risco independente passa essas duas
variaveis. Apesar disso, ndo foi encontrada nenhuma diferenca entre portadores e
nao de mutacao antes e apos o exercicio fisico. Esse resultado controverso pode ser
devido ao fato da amostra do presente estudo ser pequena.

Para o polimorfismo do gene GHRL as variaveis HDL-C e INS 120
mostraram significAncia quando comparado as médias antes e ap0s 0s 3 meses
entre os portadores e nao portadores de mutacao.

Inicialmente ndo havia diferenca entre portadores e ndo portadores para o
HDL-C. Apos a intervencdo apareceu diferenga significativa entre portadores e ndo
de mutacdo, sendo que os portadores apresentaram maior HDL, mostrando que
esses individuos obtiveram melhor resposta aos exercicios fisicos para essa

variavel.
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A INS 120 inicial era significativamente maior em n&do portadores de
mutacdo. Apos as 12 semanas, apenas 0s nao portadores diminuiram essa variavel,
de modo que ao final da intervencdo nao havia diferenca entre portadores e néo de
mutacdo. Isso demonstra que os individuos ndo portadores tinham maior valor de
INS 120 antes da intervencdo, mas com a pratica de exercicios conseguiram chegar
ao mesmo patamar dos portadores de mutagéao.

A regressao foi significativa para a variavel PAS, mostrando que o alelo T
(M72) do polimorfismo do gene GHRL é um fator de risco independente para essa
variavel. Inicialmente ndo havia diferenca significativa entre portadores e nao
portadores, mas ap0s as 12 semanas os individuos nédo portadores mostraram uma
tendéncia de valores maiores de PAS. Se a amostra do presente estudo fosse maior
talvez essa tendéncia pudesse ser confirmada.

A administracdo de grelina em modelos animais foi correlacionada a
diminuicdo da pressao arterial (SHINDE et al., 2005). No estudo de Mager et al.
(2006) foram encontrados dados que confirmam o presente estudo, pois foi
estipulada uma associagéo significativa entre o polimorfismo rs696217 e pressao
arterial em 507 adultos com tolerancia a glicose diminuida e excesso de peso.

No estudo de Shimizu et al. (2003) foi demonstrado que a grelina causa
vasodilatacdo em ratos pelo aumento da biodisponibilidade de 6xido nitrico (NO). No
estudo de Kawczynska-Drozdz et al. (2006) foi medido a producdo de superdxido e
atividade da NADPH oxidase em aortas de ratos hipertensos e controles. Foi
encontrado que essas substancias eram maiores nos ratos hipertensos, e apos a
administracdo endovenosa de grelina a producdo de superdxido diminuiu tanto no
grupo hipertenso quanto no controle. Foi concluido que a grelina inibe o estresse
oxidativo vascular em ratos hipertensos.

O polimorfismo do gene PLIN4 ndo apresentou diferencas significativas
antes e apods a intervencdo entre portadores e ndo de mutacdo. Também néo foi

encontrada nenhuma significancia para a regressao logistica.
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8. CONCLUSOES

A frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo rs1501299 G276T do gene
ADIPOQ nao foi significativamente parecida com nenhuma das populacdes
correlacionadas (mais informagdes no apéndice Il).

Para os polimorfismos rs12086634 do gene HSD11B1 e rs696217 do gene
GHRL, nem a populagdo nem a obesidade parecem estar relacionados as
frequéncias alélicas e genotipicas. JA4 na frequéncia alélica e genotipica do
polimorfismo rs846910 do gene HSD11B1 a populacdo parece interferir mais na
frequéncia do que a obesidade. A frequéncia alélica e genotipica do polimorfismo
rs8887 do gene PLIN4 foi semelhante a de outras populagbes previamente
estudadas.

O alelo T276 do polimorfismo rs1501299 do gene ADIPOQ atuou como fator
de risco independente na reducdo de CA, INS 0 e HOMA-IR, mostrando que esse
polimorfismo esta associado com a obesidade e variaveis relacionadas.

O alelo T do polimorfismo rs12086634 do gene HSD1161 atuou como fator
de risco independente na reducdo da PAS e %GC, mostrando que esse
polimorfismo esta associado com a obeisdade e controle da pressao arterial.

O alelo A do polimorfismo rs846910 do gene HSD1131 atuou como fator de
risco independente na reducdo da INS 0 e HOMA-IR, mostrando que esse
polimorfismo esta associado a sensibilidade a insulina.

O alelo T do polimorfismo rs696217 do gene GHRL atuou como fator de
risco independente na reducdo da PAS, mostrando que esse polimorfismo esta
associado com o controle da presséao arterial.

O polimorfismo rs8887 do gene PLIN4 ndo demonstrou ser um fator de risco
independente para as variaveis estudadas.

Apesar de fatores genéticos influenciarem no desenvolvimento da obesidade
nos grupos de portadores e ndo de mutacdo, em varias situacdes a atividade fisica
conseguiu auxiliar na reducédo da obesidade, o que demonstra que 12 semanas de
atividade fisica aerdbia e orientagdo nutricional constituem um meio eficiente para
combate a obesidade.

Devido as restricbes do presente estudo, acredita-se que outros trabalhos
com amostras maiores possam encontrar significancia estatistica para outras

analises relacionadas ao assunto. Do mesmo modo, um estudo com amostra
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independente pode confirmar os achados do presente estudo e reforcar o papel de
polimorfismos em genes candidatos no desenvolvimento e no tratamento da

obesidade.
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APENDICE |

MATERIAIS E METODOS

O presente estudo faz parte do projeto “Efeito de polimorfismos genéticos
nas respostas ao treinamento com exercicios fisicos”. Nele foram utilizadas
amostras coletadas anteriormente, as quais passaram pelos passos descritos
abaixo. Logo em seguida, serdao descritos os passos que foram realizados nesse
estudo. Esses envolvem a genotipagem dos genes GHRL, PLIN4, ADIPOQ e

HSD11B1, todos previamente relacionados com obesidade.

Caracterizagao da amostra

O estudo foi desenvolvido em criancas e adolescentes de 10 a 16 anos de
idade, de ambos os géneros, provenientes de escolas municipais e estaduais de
Curitiba — PR e da Unidade de Endocrinologia Pediatrica (UEP) do Hospital de
Clinicas do Parana.

A amostra foi composta por 117 criancas e adolescentes com excesso de
peso, dentre esses 59 meninos e 58 meninas, de origem caucasiana européia. Em
52 amostras de adolescentes obesos foram utilizados DNA extraido do plasma e em
65 o DNA leucocitario. As amostras foram coletadas no periodo de 2004 a 2012,
apos a obtencdo do Termo de Consentimento dos pais ou responsaveis aprovado
pelo Comité de Etica da Universidade Federal do Parana (UFPR).

Alguns critérios pré-estabelecidos (ver ANEXO | para mais informacdes)
foram necessérios para determinacdo das amostras e envolveram: indice de massa
corporal (IMC) acima do percentil 95; peso estavel em um periodo maior ou igual ha
dois meses; auséncia da utilizacdo de medicamentos anorexigenos ou outros que
possam interferir no controle de peso e na hiperinsulinemia.

Os individuos selecionados foram previamente avaliados por uma equipe
composta de médica pediatra, nutricionista, professor de educacao fisica e psicologo

e foram encaminhados a sessdes de exercicios fisicos e de orientagdo nutricional.
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Os adolescentes obesos selecionados para participar do estudo foram
submetidos a duas coletas de sangue, uma inicial e outra apos 12 semanas do

programa multidisciplinar de exercicio.

Cuidados éticos

O estudo buscou produzir e acumular conhecimento cientifico a ser
compartilhado e utilizado pelo bem-estar dos individuos e da humanidade. Sendo
assim, foi considerada a necessidade de serem observados 0s riscos potenciais a
saude e a protecao dos direitos humanos, das liberdades fundamentais e do respeito
a dignidade humana na coleta, processamento, uso e armazenamento dos dados e
materiais genéticos humanos.

Os dados, tanto de conteldo genético quanto aqueles provenientes de
avaliacbes funcionais, mediante aprovacdo de cada individuo, foram armazenados
no banco de dados do projeto “Efeito de polimorfismos genéticos nas respostas ao
treinamento com exercicios fisicos”, para fim exclusivo de pesquisas, com sigilo de
identidade. A cada individuo participante no estudo foi fornecida a opg¢éo de escolher
entre ser ou ndo informado dos resultados de seus exames. Portanto, 0 acesso aos
dados genéticos e outros exames foi livre ao individuo participante da pesquisa,
assim como o direito de retird-los a qualguer momento do banco de dados onde se

encontram armazenados.

Avaliac0Oes fisicas multidisciplinares

As coletas e as avaliagdes multidisciplinares foram realizadas pelo Nucleo
de Pesquisa em Qualidade de Vida do departamento de Educacao Fisica da
Universidade Federal do Parana.

As avaliacbes envolveram Aspectos Clinicos e Antropométricos, Aptidao
Cardiorrespiratoria, Determinacdo do Gasto Metabdlico em Repouso (GMR),
Exames Laboratoriais e Avaliagbes Nutricionais. Apos estas avaliacbes foram
realizadas orientacéo para Estilo de Vida Saudavel (EVS) a qual envolveu a pratica
de exercicios fisicos e orientacdo nutricional. A préatica de exercicios fisicos ocorreu
durante 12 semanas e constou de atividades aerobias (50 minutos de caminhada, 50

minutos de ciclismo indoor e 20 minutos de alongamento), 3x/semana, totalizando
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36 sessOes. A orientagdo nutricional foi feita por meio de palestras de educacao
nutricional e um recordatoério de 24h.

Os individuos também participaram de dois encontros durante as 12
semanas. No primeiro encontro (em grupo), discutiu-se a aplicacdo pratica da
piramide alimentar quanto a distribuicdo e porcionamento dos alimentos. No
segundo encontro (individual), discutiu-se sobre as mudangas ocorridas na
alimentacéo diaria de cada participante durante o periodo do projeto, bem como a

adaptacao individual a dieta prescrita.

Avaliagdes clinicas e antropométricas

As avaliacdes clinica e puberal (TANNER, 1986) foram realizadas por
médico pediatra. Avaliou-se o peso, estatura e circunferéncia abdominal (CA).
Calculou-se o IMC-escore Z. A composicao corporal foi avaliada pelo método de

bioimpedancia elétrica (BIA), com o aparelho Biodynamics®tetrapolar.

Avaliacdo da aptidao cardiorrespiratoria

O condicionamento cardiorrespiratorio foi avaliado em esteira (marca
EcafixEG 700X) utilizando o protocolo de Balke modificado (ROWLAND, 1990).
Mensurou-se: freqiéncia cardiaca (FC), consumo de oxigénio (VO,), volume de gas
carbbnico (VCO,) e ventilacdo (VE), utilizando ergoespirbmetro (Parvo Medics
MMS2400, USA).

Determinacdo do gasto metabdélico em repouso (GMR)

As mensuracgdes do GMR foram realizadas pela manha, durante 35 minutos,
com o aparelho Deltatrac 1I®, no modo candpia (respiracdo espontanea), no
individuo acordado apés jejum de 10 - 12 horas e repouso de 30 minutos,
determinados o VO, e 0 VCO; e calculado o R.
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Exames bioquimicos

As amostras sanguineas foram coletadas no periodo da manha, apos 12
horas de jejum, para realizacdo de hemograma e dosagens de glicose, insulina,
colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL-C), lipoproteina de baixa
densidade (LDL-C) e triglicérides (TG). Para o célculo da resisténcia a insulina foi
utilizada Homeostasis Model Assessment (HOMA-IR) descrito por Matthews et al.
(1985). Para avaliacdo da sensibilidade a insulina foi utilizada o Quantitative Insulin
Sensivity Check Index (QUICKI) descrito por KATZ et al., (2000).

Extracdo do DNA das amostras

As amostras de sangue coletadas foram submetidas a extragcdo do DNA
gendmico utilizando-se o método de Salting-out segundo Lahiri e Nurnberger (1991),
com modificacBes. Ao final do procedimento, a amostra foi ressuspendida em 50 pl
de &gua ultra-pura e armazenada a -20 C no Laboratério de Polimorfismos e
Ligacdo.Em 64 amostras de adolescentes obesos foram utilizados o DNA do plasma
que foi extraido através do Mini Kit DNAAmMp da Quiagen conforme seu protocolo
para extracdo, e armazenados em freezers do Laboratério de Polimorfismos e

Ligacéao.

Genotipagem Tagman

Para todos os polimorfismos foi utilizado o kit TagMan SNP da Applied
Biosystems. Na amplificacdo do DNA, o uso do equipamento para este protocolo de
genotipagem foi realizado em 3 etapas: na primeira etapa ocorreu a pré-leitura, na
qual foi lida a fluorescéncia basal da placa antes do processo de amplificacéo;
seguida da amplificacdo, realizada para todos os segmentos dentro dos seguintes
padrées de PCR: 1° passo de 2 minutos a 50°C; 2° passo de 10 minutos a 95°C; 3°
passo repetido 50 vezes de 15 segundos a 95°C intercalados por 60 segundos a
62°C. A terceira etapa, a pos-leitura, consistiu na analise dos dados gerados antes,

durante e apds a amplificacéo, resultando no gendtipo de cada individuo analisado e
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seu registro em um grafico representativo.

Das 117 amostras, 75 foram genotipadas para o gene ADIPOQ, 109 para o
gene HSD11B1 (variante intrénica 12086634), 56 para o gene HSD11B1 (variante
intrénica rs846910), 108 para o gene GHRL e 67 para o gene PLIN4. Nao foram

genotipadas mais amostras pois o material foi insuficiente.

Analises estatisticas

As médias + DP das varidveis antropométricas e bioquimicas foram obtidas
com auxilio do programa Statistica para Windows (Statsoft, Inc. 1996).

Para testar a normalidade da distribuicdo das variaveis foi utilizado o teste
de Shapiro-Wilk. Para comparacdes entre as médias das variaveis foi utilizado teste t
para variaveis paramétricas e o teste de Mann-Whitney para as variaveis nao
paramétricas independentes, e para as dependentes Wilcoxon, com auxilio do
programa Statistica para Windows (Statsoft, Inc. 1996).

Apos os testes basicos de estatistica, foi calculada a diferenca entre os
resultados das variaveis iniciais e apos 3 meses. Logo em seguida foi calculada a
mediana dessa diferenca, e o numero 0 (zero) foi atribuido para valores abaixo da
mediana e o numero 1 (um) foi atribuido para valores acima da mediana, tornando
cada varidvel em uma distribuicdo binomial. Frequéncias alélicas foram calculadas
para os individuos abaixo e acima da mediana.

A andlise de regressao multipla foi utilizada para testar a hipotese de que as
variaveis sdo fatores de risco independentes para a obesidade. Foi utilizado o
programa SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc.).

As frequéncias alélicas e genotipicas dos SNPs genotipados foram obtidas
por contagem direta, e comparadas entre os grupos e com dados da literatura
através do teste do qui-quadrado, com o auxilio do programa Clump (SHAM,
CURTIS, 1995). O equilibrio de Hardy e Weinberg, referente as frequéncias
genotipicas dos SNPs encontrados na amostra, foi testado com o auxilio do
programa Statistica para Windows (Statsoft, Inc. 1996).

O valor da probabilidade para os testes comparativos considerados

significativos foi de p<0.05 (5%).
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APENDICE Il

A seguir estdo apresentadas as tabelas com dados que nédo foram
apresentadas no artigo “Association between premature obesity and variant of

ADIPOQ gene in a lifestyle intervention program” (Tabelas 21, 22 e 23).

Tabela 21 - Frequéncias genotipicas do SNP rs1501299 do gene ADIPOQ em outros
estudos e valores de p para comparacdes com o presente estudo.

Duran-
HapMap Lee, Kang, Park et al.
Nosso estudo Gonzalez et
Proj hin (201 2014
roject Shin (2013) al. (2011) (2014)
. Adol . Adol .
Adipoq do esgentes Populacéo Mulheres do gscentes Criangas com
caucasianos . mexicanos-
caucasiana obesas . excesso de
COm excesso ~ americanos
nao obesa coreanas peso
de peso obesos
N° individuos N° individuos N° individuos N° individuos N° individuos
Usual GG 65 59 46 207 64
Portadores
GT+TT 10 54 44 110 71
X2 23,83 23,49 13,03 31,36

p 0,000001 0,000001 0,0003 0,00000002
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A seguir estdo representadas as médias antes e depois da intervengdo para

0 SNP rs1501299 do gene ADIPOQ (Tabela 22).

Tabela 22 - Médias antes e depois da intervencéo das variaveis em estudo dentro dos
grupos de gendtipo usual e de portadores da mutacdo para o sitio do rs1501299 do gene

ADIPOQ.
Portadores do alelo mutante - _
GT+TT (n = 10) Gendtipo usual GG (n = 65)
v ... Média ap6s v . Média ap6s
Variables Média inicial 3 meses + 0 Média inicial 3 meses+ D
= DP + DP
DP DP
IMC OSCOTe 23:07  2£05 0,02* 20+13 27+07  0,000002*
CA 102,2+11,3 98,1+11,4 0,14 953+11,5 95,3+10,7 0,99
PAS 120,1£8,1 106,2+ 14,0 0,02* 111,3+14,4 111,5+12,3 1,00
PAD 78,8 + 8,9 68,5+9,2 0,02* 71,0+11,2 72,6+95 0,31
% GC 38,7+7,4 34,1+£6,5 0,09** 38,475 35,1 +£8,7 0,00000*
MG 322+99 295+10,1 0,15 26,7+8,1 253+95 0,02*
MM 529+7,0 54,4 +7,6 0,40 424+£90 46,2+104 0,00002*
CT 190,7 £ 28,9 178,7+42,4 0,13 155,0 £+ 38,9 153,8 +32,9 0,41
HDL-C 470£6,9 53,7+£104 0,24 43,0+ 14,6 45,1+155 0,02*
LDL-C 118,2 + 28,8 104,4 + 31,2 0,03* 91,9+285 91,6+26,9 0,93
TG 128,7 £ 40,4 102,8 £ 55,6 0,31 117,1 £+ 68,6 101,5+ 54,8 0,007*
GLUO 87,757 89,8+7,1 0,35 1fjé56i 84,2 £ 15,2 0,01*
GLU 120 109,7+£18,4 92,5+10,3 0,04* 100,0+ 20,4 91,5%14,3 0,0006*
INS O 26,6 +150 155+125 0,12 16,2+129 13,3+9,8 0,004*
INS 120 83,4+40,2 50,9+19,0 0,06** 47,1 £54,8 33,1+25,0 0,005*
HOMA-IR 32+1,8 19+14 0,09** 2,8+5,0 1,8+14 0,006*
QUICKI 0,29+0,03 0,32+£0,03 0,02* 0,32+0,03 0,34 +£0,04 0,0004*
FC REP 83,7+11,8 79,7+8,6 0,49 82,7+126 76,3+11,8 0,0001*
FC MAX 196,0+12,8 194,7 + 14,4 0,70 188,5+ 10,2 182,5+12,3 0,001~
VO2 PICO 28,8+4,0 34,6 + 9,6 0,15 32,1+6,2 34,7+7,8 0,02*
VO2
absoluto ~ 24*05  27%08 0,19 23£06 24:08 0,38

* valor de p significativo (<0,05).
** yalor de p representa tendéncia (0,05 < p < 0,10).

A seguir estao representados os dados completos das frequéncias alélicas
acima e abaixo da mediana do rs1501299 do gene ADIPOQ (Tabela 23).
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Tabela 23— Frequéncias alélicas acima e abaixo da mediana para o rs1501299 dogene

ADIPOQ.
ABAIXO ACIMA p
variaveis Freq+ EP  Freq + EP alelo Freq + EP alelo Freq + EP alelo
alelo G276 T276 G276 T276
IMC Escore-z 0,96 + 0,02 0,03 £0,02 0,83 £ 0,04 0,16 £ 0,04 0,01*
CA 0,97 £ 0,01 0,02 +£0,01 0,78 £ 0,06 0,21 £ 0,06 0,0006*
PAS 0,96 = 0,02 0,03 £0,02 0,87 £ 0,04 0,12 £ 0,04 0,08**
PAD 0,95+ 0,02 0,04 £ 0,02 0,86 + 0,04 0,13+0,04 0,10
% GC 0,95+ 0,03 0,91 £0,03 0,04 £ 0,03 0,08 £ 0,03 0,45
MG 0,96 + 0,02 0,03 +0,02 0,89 £ 0,04 0,10+ 0,04 0,19
MM 0,92 £ 0,03 0,07 £ 0,03 0,94 £ 0,03 0,05 £ 0,03 0,67
CT 0,94 +£ 0,03 0,05+ 0,03 0,85+ 0,04 0,14 £ 0,04 0,09**
HDL-C 0,81 £ 0,05 0,18 £ 0,05 0,95+ 0,02 0,04 £ 0,02 0,02*
LDL-C 0,92 £ 0,03 0,07 £ 0,03 0,87 £ 0,04 0,12 £ 0,04 0,44
TG 0,91 £ 0,03 0,08 £ 0,03 0,88 £ 0,04 0,11 £ 0,04 0,61
GLUO 0,83+ 0,05 0,16 £ 0,05 0,95+ 0,02 0,04 £ 0,02 0,03*
GLU 120 0,97 £ 0,02 0,02 £ 0,02 0,89 £ 0,04 0,10+ 0,04 0,11
INS O 0,98 £ 0,01 0,01 +0,01 0,82 £ 0,05 0,17 £ 0,05 0,003*
INS 120 1,00 0,00 0,81 + 0,06 0,18 £ 0,06 0,03*
HOMA-IR 0,94 £ 0,03 0,05+ 0,03 0,85+ 0,04 0,14 £ 0,04 0,09**
QUICKI 0,87 £ 0,04 0,12 £ 0,04 0,92 £ 0,03 0,08 £ 0,03 0,44
FC REP 0,90 £ 0,03 0,09 £ 0,03 0,91+ 0,03 0,08 £ 0,03 0,79
FC MAX 0,85+ 0,07 0,15+ 0,07 0,93 £ 0,04 0,06 £ 0,04 0,29
VO2 PICO 0,80 £ 0,07 0,19 £ 0,07 0,93 £ 0,04 0,06 £ 0,04 0,13
VO2 ABS 0,89 £ 0,05 0,10+ 0,05 0,93 £ 0,04 0,06 £ 0,04 0,53

* valor de p significativo (<0,05).

** valor de p representa tendéncia (0,05 < p < 0,10).
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ANEXO |- PROPRIEDADE DAS INFORMACOES

CONFIDENCIALIDADE

Eu, Lupe Furtado Alle asseguro que o carater andnimo dos pacientes sera
mantido e que suas identidades serédo protegidas de terceiros ndo autorizados. As
fichas clinicas ou outros documentos submetidos ao patrocinador, se houver, nao
serdo identificados pelo nome, mas por um coédigo. O pesquisador mantera um
registro de inclusdo dos pacientes mostrando codigos, nomes e endere¢os para uso
proprio. Bem como os formularios de Termo de Consentimento assinados pelos
pacientes serdo mantidos pelo pesquisador em confidéncia estrita, juntos em um
anico arquivo. Asseguramos que O paciente recebera uma coépia do Termo de

Consentimento Livre e Informado.

INFORMACOES RELATIVAS AO SUJEITO DA PESQUISA

A pesquisa sera realizada em adolescentes com idades entre 10 e 16 anos,
obesos e ndo-obesos, conforme a classificacdo de indice de Massa Corporal (IMC)
proposta por Conde e Monteiro (2006), sendo ambos 0S grupos com 0 mesmo

estagio maturacional.

GRUPOS VULNERAVEIS

A prevaléncia de sobrepeso e obesidade aumentou nesta Ultima década em
todas as faixas etarias. Esse aumento é diagnosticado em muitos paises
Americanos e Europeus (JANSSEN, et al., 2005), assim como em paises Latino
Americanos (ABRANTES; LAMOURNIER; COLOSIMO, 2002).

A mudanga no estilo de vida tem sido uma das causas do aumento na
prevaléncia do excesso de peso. Antigamente as brincadeiras ocorriam nas ruas e
parques, hoje, por questbes de seguranca e/ou comodidade, os pais optaram por
deixar seus filhos um periodo maior em casa com jogos eletrénicos e na abundancia
de alimentos hipercaldricos, 0 que acarreta em uma reducdo no gasto energético e
no aumento da quantidade de gordura corporal. Os aparelhos tecnoldgicos se
tornam cada vez mais atrativos, existe uma maior dificuldade na adesao de criangas
nas atividades fisicas e/ou programaticas (PINHO; PETROSKI, 1997).



104

Com a reducdo da atividade fisica houve o aumento do sobrepeso e
obesidade, um fator que influencia o nivel de condicionamento fisico de individuos
obesos, pois a reducdo do gasto energético pode refletir em um menor nivel de
condicionamento. A obesidade esta freqiientemente associada com a diminuicdo da
capacidade fisica e a fadiga prematura. Presume-se que esta diminuicdo da
capacidade fisica em criancas obesas esta relacionada a uma limitacdo na funcéo
ventilatoria que ndo deve ser atribuida somente ao excesso de peso mas também a
uma inatividade fisica (KAUFMAN et al., 2007).

RECRUTAMENTO DO SUJEITO DA PESQUISA

Serdo recrutadas alunos de colégios estaduais e municipais de Curitiba,

pacientes da Unidade de Saude do Cajuru.

CRITERIOS DE INCLUSAO

- Grupo obeso: ndo ter nenhuma restricdo e estar com valores de indice de Massa
Corporal (IMC) acima do percentil 90° segundo o gréafico do CDC.
- Grupo ndo-obeso: ndo ter nenhuma restricdo e estar com valores de indice de

Massa Corporal (IMC) entre o percentil 15° e 85° segundo o grafico do CDC.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Serdo excluidos os avaliados que nao apresentarem o termo de consentimento e
assentimento;

- Apresentar alguma alteracao cardiorrespiratéria diagnosticada na avaliagao clinica;

COMO A PESQUISA AFETARA O INDIVIDUO

Como em qualquer tratamento o avaliado podera experimentar alguns
desconfortos, principalmente relacionados ao uso de mascara na calorimetria, ao
utilizar o bucal e o clamp nasal para respiragcdo exclusivamente oral e dores

musculares e articulares apos 0s testes ergomeétricos maximos.



