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RESUMO

A prevaléncia das dislipidemias cresceu muito nos ultimos anos, especialmente
entre as criancas e adolescentes. Essa patologia é caracterizada por um distarbio no
metabolismo dos lipideos, em que hd aumento de LDL-C, TG e diminui¢cdo de HDL-
C, o que a torna um importante fator de risco para doencas cardiovasculares, como
a aterosclerose, além de estar associada a obesidade. Como a dislipidemia € uma
doenca de etiologia complexa, ocorre interacdo entre os fatores ambientais e fatores
genéticos. Dentre esses, encontra-se o gene candidato APOB 100, que esta
localizado no braco curto do cromossomo 2 (2p24.1). Esse gene codifica a
apolipoproteina B-100 (APOB 100), componente proteico das particulas de LDL e
essencial para a ligacdo dessa lipoproteina com seu receptor (LDLR). Dentre as
mutacdes ja descritas do gene APOB 100, a mais frequente é a mutacdo R3500Q
(rs5742904), em que ha substituicdo de G por A no nucleotideo 10.708, o que gera a
troca de uma Arginina por uma Glutamina no cédon 3500. Essa mutagéo provoca
alteracdes no dominio de ligacdo da APOB 100 com o receptor B/E, o que reduz a
afinidade da LDL por esse receptor. Dessa forma, h4 um prejuizo na captacédo de
LDL pelas células, o que gera um aumento na concentracdo plasmatica dessa
lipoproteina e, consequentemente, aumento do risco de aterosclerose. Sendo assim,
0 presente estudo tem como objetivo verificar a influéncia da mutacdo R3500Q do
gene APOB 100 sobre variaveis antropométricas, clinicas e bioquimicas de 153
criancas e adolescentes (obesos, sobrepeso e eutroficos) de Curitiba (PR). O DNA
foi extraido do sangue periférico através da técnica de salting out e a mutacao foi
genotipada pela técnica de genotipagem Tagman. A frequéncia encontrada do
gendtipo GG foi de 0,941 e do gendtipo GA 0,059, sendo que nédo foi encontrado
nenhum individuo com o genétipo AA. A frequéncia observada do alelo mutante
(alelo A) foi de 0,029 + 0,97. A frequéncia da mutacdo nao difere entre criancas e
adolescentes com excesso de peso ou obesidade e individuos eutréficos (p =
0,1055), assim como também ndo ha diferenca significativa na frequéncia da
mutacdo entre os individuos que possuem niveis desejaveis de CT e LDL-C e
individuos que possuem niveis alterados desses lipideos (para CT, p = 0,27 e para
LDL-C, p = 0,31). As criancas e adolescentes portadores da mutacdo possuem
niveis de LDL-C menores do que os individuos com genétipo usual, e concluiu-se
que essa alteracao pode ter sido causada pelo estrégeno, visto que a maioria dos
portadores € do sexo feminino. O gendtipo € um fator de risco independente para os
niveis plasmaticos de LDL-C (B = 28,09 + 8,4 e p = 0,001), assim como 0 sexo (B =
7,8 £ 3,9 e p =0,049).

Palavras chave: Dislipidemia. LDL. APOB 100. R3500Q.



LISTA DE SIGLAS

AGs — Acidos Graxos

APOA — Apolipoproteina A
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HF — Hipercolesterolemia Familiar

IDL — Lipoproteina de Densidade Intermediaria

IMC — indice de Massa Corporal
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LDL - Lipoproteina de Baixa Densidade

LDL-C — Colesterol ligado a Lipoproteina de Baixa Densidade
LDLR — Receptor da Lipoproteina de Baixa Densidade
Lp(a) — Lipoproteina (a)
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NaCl — Cloreto de Saddio
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PAD — Presséo Arterial Diastolica

PAS — Presséo Arterial Sistolica

SDS — Dodecil Sulfato de Sédio

SNP — Polimorfismo de Nucleotideo Simples

TG — Triglicerideos

VLDL - Lipoproteina de Muito Baixa Densidade

VLDL-C - Colesterol ligado a Lipoproteina de Muito Baixa Densidade

VOzmax - Volume Maximo de Oxigénio
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1 INTRODUCAO

A dislipidemia é caracterizada por uma quantidade anormal de lipideos
(como colesterol e triglicerideos (TG)) no sangue e é considerada um dos principais
fatores de risco para doencas cardiovasculares (JUNG; CHOI, 2014; MEDEIROS et
al., 2014) que, por sua vez, sdo as causas mais frequentes de morbidade e
mortalidade (LAKKA et al., 2002 apud LEITE et al., 2009a).

Os lipideos sao transportados por quatro classes principais de lipoproteinas
(cujos niveis podem sofrer alteracao nas dislipidemias), incluindo lipoproteina de alta
densidade (HDL, do inglés high density lipoprotein), lipoproteina de baixa densidade
(LDL, do inglés low density lipoprotein), lipoproteina de muito baixa densidade
(VLDL, do inglés very low density lipoprotein) e quilomicrons (XAVIER et al., 2013).
As dislipidemias podem ser primérias ou secundarias, e séo classificadas de acordo
com o tipo de lipideo alterado em hipertrigliceridemia isolada (excesso de TG);
hipercolesterolemia isolada (excesso de colesterol); hiperlipidemia mista (aumento
de colesterol e TG) e colesterol da HDL (HDL-C) baixo (XAVIER et al., 2013).

Em grande parte dos casos, a dislipidemia encontra-se associada ao excesso
de peso ou obesidade, sendo que a prevaléncia de ambas as enfermidades tém
crescido de maneira alarmante, especialmente entre as criancas e adolescentes
(NETO et al, 2012; WHO, 2013). O incentivo a realizacdo de exercicios fisicos é
muito importante nesse grupo, visto que a pratica de atividade fisica promove
melhora no perfil lipidico e na composicdo corporal (LEITE et al., 2009b; RIBAS;
SILVA, 2014). Além do fator ambiental, a dislipidemia e a obesidade s&o
influenciadas também por componentes genéticos (UUSITUPA, 2005; XAVIER et al.,
2013). Por isso, € importante o estudo de polimorfismos em genes relacionados ao
metabolismo lipidico.

O objetivo desse estudo é avaliar a associacdo da mutacdo R3500Q do gene
APOB 100 com variaveis antropomeétricas, clinicas e bioquimicas de 153 criancas e

adolescentes (obesos, sobrepeso e eutroficos) de Curitiba (PR).



1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

e Verificar a influéncia do polimorfismo R3500Q do gene APOB 100 em

variaveis antropométricas, clinicas e bioquimicas de criancas e adolescentes.

1.1.2 Objetivos especificos

e Investigar associagéo entre o polimorfismo R3500Q do gene APOB 100 com
variaveis antropométricas, como indice de massa corporal (IMC) e
circunferéncia da cintura (CC).

e Avaliar influéncia do polimorfismo R3500Q do gene APOB 100 na presséo
arterial sistélica (PAS) e diastolica (PAD) (variaveis clinicas).

e Analisar efeito do polimorfismo R3500Q do gene APOB 100 em variaveis
bioquimicas, como glicemia (gli) em jejum, insulina (INS) em jejum e perfil
lipidico (colesterol total (CT), HDL-C, TG, colesterol da LDL (LDL-C),
colesterol da VLDL (VLDL-C) e lipideos totais (LT)).

e Calcular a frequéncia genotipica e alélica da mutacdo R3500Q na populacéo
estudada.

e« Comparar as frequéncias genotipicas e alélicas obtidas com as frequéncias
genotipicas e alélicas descritas na literatura.

e Comparar a frequéncia da mutacdo R3500Q entre individuos com niveis de
CT e LDL-C desejaveis e individuos com niveis alterados desses lipideos.

e Comparar a frequéncia do polimorfismo R3500Q entre individuos obesos ou

sobrepeso e eutroficos.

1.2 JUSTIFICATIVA

A prevaléncia das dislipidemias e da obesidade tem aumentado em grande
parte dos paises, devido ao atual estilo de vida (sedentarismo e preferéncia por
alimentos praticos que na maioria das vezes ndo sédo saudaveis) (NETO et al, 2012,

WHO, 2013). Essas patologias estdo associadas ao desenvolvimento de diversas



doencgas, como aterosclerose, hipertensdo, diabetes tipo 2, entre outras (JUNG;
CHOI, 2014; MEDEIROS et al., 2014).

E preciso destinar atencdo especial ao aumento da prevaléncia dessas
enfermidades em criancas e adolescentes, ja que irdo trazer consequéncias também
na vida adulta. Dessa forma, € de extrema importancia o diagndstico precoce, para
que sejam tomadas medidas a fim de diminuir o risco de doencga cardiovascular e
outras complicagdes (WHO, 2013; LEITE et al., 2009a; MEDEIROS et al., 2014).

Tanto a dislipidemia quanto a obesidade possuem, além de uma influéncia
ambiental, componentes genéticos (UUSITUPA, 2005; RANG et al., 2012). A
identificacdo dos fatores genéticos associados é de grande auxilio porque
possibilitaria tratamentos individualizados de acordo com as necessidades de cada
paciente; jA que se sabe que cada individuo responde de maneira diferente a
determinada terapia de acordo com sua composicdo genética (SHAWKY; SADIK,
2012).

Ha diversos genes relacionados ao metabolismo lipidico, entre eles, o
APOB100. Esse gene codifica a apolipoproteina B-100 (APOB 100), que é o
componente proteico da LDL (HUANG et al., 1986 apud NELKEN et al., 2008).
Dentre as mutacdes ja descritas desse gene, a mais frequente € a R3500Q, que
provoca deformacdes na estrutura da APOB100, prejudicando a ligacado da LDL com
seu receptor. Como consequéncia, ha um aumento dos niveis plasmaticos de LDL,
aumentando o risco de aterosclerose (SORIA et al., 1989; HORVATH et al., 2001).
Dessa maneira, o objetivo desse estudo € avaliar a influéncia dessa mutacdo em

variaveis antropomeétricas, clinicas e bioquimicas de criancas e adolescentes.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DISLIPIDEMIAS

As dislipidemias sdo caracterizadas por um distlrbio no metabolismo lipidico,
e sdo uma das maiores responsaveis pelas doencas cardiovasculares, como
aterosclerose (TONKIN; BYRNES, 2014). Os lipideos séo transportados do tecido de
origem para os tecidos nos quais serdo armazenados ou consumidos através de
lipoproteinas. Estas sdo formadas por um nucleo central de lipideos hidrofébicos
(como os TG e os ésteres de colesterol) que é envolvido por fosfolipideos polares,
colesterol livre e apolipoproteinas, conforme mostra a figura 1. As lipoproteinas séo
classificadas, de acordo com sua densidade, em: HDL, LDL, VLDL e quilomicrons,
que estéo representadas na figura 2. HDL e LDL s&o ricas em colesterol, enquanto
VLDL e quilomicrons sao ricas em TG. H4 ainda a intermediary density lipoprotein
(IDL) e a lipoproteina (a) [Lp(a)], que é formada pela ligacdo de LDL com a
apolipoproteina A (APOA). A funcéao fisiolégica da Lp(a) ainda ndo é conhecida, mas
estudos mostram associacdo com a aterosclerose (NELSON; COX, 2011; RANG et
al., 2012; XAVIER et al., 2013).

Apclipoprotein

Phospholipid

Triglyceride

Cholesteryl ester

FIGURA 1 - Componentes estruturais das
lipoproteinas.
FONTE: Adaptado de RIDKER, 2014.
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Quilomicrons {x60.000] VDL (< 180,000]

3

LDL (x180.000) HDL (x180.000)

FIGURA 2 - Quatro classes de lipoproteinas,
visualizadas ao microscépio eletrbnico apés
colorac@o negativa. No sentido horario, a partir da
parte superior & esquerda: quilomicron, 50 a 200 nm
de didmetro; VLDL, 28 a 70 nm; HDL, 8 a 11 nm e
LDL, 20 a 25 nm.

FONTE: Adaptado de NELSON; COX, 2011.

2.1.1 Metabolismo dos lipideos

2.1.1.1 Via exdgena ou intestinal

Os TGs obtidos através da dieta sé@o hidrolisados pelas lipases pancreéticas
em diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos (AGSs) livres e glicerol. Sais biliares
emulsificam esses lipideos formando micelas, o que facilita a absor¢céo intestinal.
Apoés a absorcao, os AGs sao utilizados na producdo de quilomicrons, juntamente
com o colesterol da dieta e apolipoproteinas, como a apolipoproteina B-48 (APOB
48) (exclusiva dessa classe de lipoproteinas), apolipoproteina C-lIl (APOC-Il) e
apolipoproteina E (APOE). Os quilomicrons séo secretados para o sistema linfatico e
alcancam a corrente sanguinea, seguindo para grande parte dos tecidos. Nos
capilares desses tecidos, os quilomicrons sofrem hidrdlise pela lipase lipoproteica
liberando AGs livres e glicerol que podem ser armazenados, no caso do tecido
adiposo, ou oxidados para obtencdo de energia, como no musculo esquelético. Os
remanescentes de quilomicrons, desprovidos da maioria dos seus TG, mas ainda
contendo colesterol e apolipoproteinas, vao para o figado, onde se ligam, através da

APOE, ao receptor de LDL. Ha liberacdo de colesterol que pode ser armazenado,
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oxidado a acidos biliares, secretado inalterado na bile ou ingressar na via enddgena
(MURRAY; GRANNER; RODWELL, 2007; NELSON; COX, 2011; RANG et al., 2012;
XAVIER et al., 2013).

2.1.1.2 Via endogena ou hepética

No figado, os TG oriundos da lipogénese (sintese de AGs a partir dos
carboidratos), de AGs livres e de remanescentes dos quilomicrons juntam-se ao
colesterol e apolipoproteinas (principalmente APOB 100) para serem exportados na
forma de VLDL (MURRAY; GRANNER; RODWELL, 2007). As particulas dessa
lipoproteina seguem do figado para a maior parte dos tecidos (como tecido adiposo
e musculo esquelético), onde os TG séo hidrolisados pela lipase, dando origem a
AGs e glicerol que sao absorvidos. Devido a hidrélise, as particulas lipoproteicas
ficam menores e tornam-se remanescentes de VLDL, também chamados de IDL.
Estas sdo rapidamente removidas do plasma, e contém duas apolipoproteinas:
APOB100 e APOE. A remocao adicional de TG das IDLs produz LDL (que ainda
contém o complemento total de ésteres de colesterol e possui como Unica
apolipoproteina a APOB 100). A LDL tem grande importdncia no processo
aterogénico, mas, fisiologicamente, fornece o colesterol para incorporagcdo em
membranas celulares e para a formacao de esteroides. A LDL é captada por todos
os tecidos (incluindo o figado) através da interacdo dos receptores para LDL com a
APOB 100 (GOLDSTEIN et al., 1983 apud FAVERO; BYDLOWSKI, 2007). O
colesterol pode retornar dos tecidos ao figado por meio da HDL, o que é chamado
de transporte reverso do colesterol, acdo que protege o leito vascular contra a
aterogénese (NELSON; COX, 2011; RANG et al., 2012; XAVIER et al., 2013) (um
esquema do metabolismo lipidico encontra-se na figura 3). Além disso, a HDL tem
acao anti-inflamatoria, inibe a oxidacdo da LDL antes que esta se incorpore aos
macréfagos para formar as células espumosas, inibe a fixacdo de moléculas de
adesdo e mondcitos ao endotélio, inibe a trombose, aumenta a funcéo endotelial, a
sensibilidade a insulina e a liberacdo de 6xido nitrico. Estudos epidemiologicos
mostram também que ha uma relacéo inversa entre a concentracao plasmatica de
HDL e o risco de doencas cardiovasculares (RANG et al., 2012; DI ANGELANTONIO
et al., 2009 apud TONKIN; BYRNES, 2014).
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Durante a hidrélise das VLDLs, podem ocorrer trocas com HDL e LDL
através da proteina de transferéncia de colesteril éster (CETP, do inglés, cholesteryl
ester transfer protein). Por intermédio dessa proteina, as VLDLs trocam TG por
ésteres de colesterol com HDLs e LDLs (XAVIER et al., 2013), o que diminui a
concentragdo de HDL-C e aumenta o conteudo de TG nas HDLs e LDLs, que sofrem
acado da lipase hepatica (SALEH; SNIDERMAN; CIANFLONE, 2013 apud JUNG,;
CHOI, 2014). Como resultado dessa hidrélise, formam-se pequenas e densas
particulas de HDL e LDL. A diminuicdo dos niveis de HDL e a formacéo das LDLs
pequenas e densas estao associadas a um maior risco de doenca cardiovascular
(JUNG; CHOI, 2014; KAUR, 2014).

Figado

‘ Transporte
- . reverso de
Intestino '\ colesteral
> »

>
HDL®

Tecidos
exirs-
VLDL Remanescontes (7 Remanes hepiiticos
> it de quilomicra cnies -
de VLDL
(IDL)
Quilomicra
@ @
£
-4 Procursores de HDL
{oriundos do figado

Capilares
-

‘1'_\

¢ do intestino)

:\('n‘t‘r- Kraxos !(\ nes

Glianduln maméria, masculo ou tecido adiposo

FIGURA 3 — Metabolismo lipidico. Os lipideos provenientes da dieta sdo transportados na
forma de quilomicrons até os capilares de grande parte dos tecidos (principalmente musculo e
tecido adiposo), onde sofrem hidrélise pela lipase, liberando AGs livres e glicerol. Os
remanescentes de quilomicrons (contendo na maior parte colesterol e apolipoproteinas) sado
captados pelo figado. No figado, os lipideos sdo exportados na forma de VLDL. Essas
lipoproteinas seguem para a maioria dos tecidos onde sao hidrolisadas pela lipase, tornando-
se remanescentes de VLDL (IDL). Estas podem ir direto para o figado ou, em caso de perda
adicional de TG, transformarem-se em LDL. A LDL pode ir para o figado ou ser captada pelos
tecidos extra-hepéticos. O colesterol pode retornar desses tecidos para o figado pela HDL
(transporte reverso do colesterol).

FONTE: NELSON; COX, 2011.
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2.1.2 Classificacao, diagnostico e terapia

As dislipidemias sédo classificadas de acordo com o tipo de lipideo alterado
em hipertrigliceridemia isolada (valores aumentados de TG), hipercolesterolemia
isolada (valores aumentados de colesterol), hiperlipidemia mista (valores
aumentados de colesterol e TG) e HDL-C baixo (que pode estar associada a
aumento do colesterol e/ou dos TG) (XAVIER et al., 2013). Os valores de referéncia

de CT, LDL-C, HDL-C e TG para criancas e adolescentes estdo no quadro 1.

Idade (anos) Valores (mg/dL)
Lipideos
2-19 Desejaveis Limitrofes Aumentados
CT <170 170 - 199 > 200
LDL-C 2-19 <110 110 -129 >130
<10 > 40
HDL-C 10-19 >35
<10 <100 >100
TG 10-19 >130 >130

QUADRO 1 - Valores de referéncia de CT, LDL-C, HDL-C e TG em criancas e adolescentes (entre 2
e 19 anos de idade).
FONTE: SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 1996.

A medicdo do LDL-C é a forma mais usada na pratica clinica para mensurar o
risco cardiovascular, e é realizada geralmente através da formula de Friedewald
(LDL-C = CT — HDL-C - TG/5, onde TG/5 representa o colesterol ligado a VLDL)
(XAVIER et al., 2013; JUNG; CHOI, 2014). Entretanto, como a formula é baseada na
medicdo de diversos parametros, a sua acuracia depende da precisdo desses
valores. Entdo, para que sejam obtidos resultados mais confiaveis, foram
desenvolvidos novos métodos para medicdo do LDL-C, como ensaios homogéneos
baseados em detergentes seletivos que separam quilomicrons, VLDL e HDL de LDL
(CONTOIS; WARNICK; SNIDERMAN, 2011 apud JUNG; CHOI, 2014) e um ensaio
homogéneo para medida das pequenas e densas particulas de LDL (ITO et al., 2011
apud JUNG; CHOI, 2014).

A APOB é um otimo indicador das lipoproteinas aterogénicas no plasma, ja
que cada particula de LDL, IDL e VLDL contém apenas uma particula de APOB.
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Dessa forma, a medi¢do das particulas de APOB deveria ser incluida nos testes
laboratoriais em individuos com risco de doenca arterial coronaria, o que é
particularmente importante no caso de LDLs pequenas e densas. E um bom método
imunoquimico, de facil analise em aparelhos convencionais e ndo necessita de jejum
(MASHAYEKHI et al., 2014; XAVIER et al., 2013).

O diagnéstico de dislipidemias na populacdo pediatrica é especialmente
importante, pois ha um grande risco de complicacdes cardiovasculares em idade
precoce (THOMAS et al., 2007 apud LEITE et al., 2009a). Nesse diagnéstico podem
ser utilizadas medidas antropométricas simples, como mostra o estudo realizado por
Leite et al. (2009a), em que foi encontrada correlacdo positiva entre CA e IMC com
0os TG e negativa com HDL-C. Com o diagndstico precoce, podem ser tomadas
medidas preventivas e terapéuticas para que o risco cardiovascular seja reduzido
(LEITE et al., 2009a).

A principio, a recomendacdo as criangas dislipidémicas € uma alimentacao
mais saudavel e realizacdo de atividades fisicas. Caso essa mudanca no estilo de
vida ndo seja suficiente para que os niveis lipidicos alcancem os valores
recomendados, pode ser indicado o uso de drogas hipolipemiantes quando houver:
a) dislipidemia familiar com niveis de LDL-C > 190 mg/dL; b) antecedentes familiares
de aterosclerose prematura ou, no minimo dois ou mais fatores de risco, com LDL-C
> 160 mg/dL; c) manifestacdo de aterosclerose, com LDL-C > 130 mg/dL
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 1996).

2.1.3 Atividade fisica

O perfil lipidico pode ser melhorado através de exercicios fisicos, como
mostra o estudo realizado por Milano et al. (2013). Ap6s uma intervencao fisica de
12 semanas com 24 adolescentes obesos e 51 eutroéficos, foi observada reducao no
IMC, circunferéncia abdominal (CA), porcentagem de gordura, PAS, PAD, TG, nivel
de glicose 120 minutos apods ingestao de glicose com agua (Gli 120), insulina, INS
120, e aumento do volume maximo de oxigénio (VOzmax) (MILANO et al., 2013).
Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo realizado por Leite et al.
(2009b), onde foram analisados os efeitos de exercicios fisicos e orientacédo
nutricional na composi¢cdo corporal, aptiddo fisica, perfil lipidico e resisténcia

insulinica entre adolescentes obesos com e sem sindrome metabdlica. Em ambos
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0S grupos, apoés a intervencdo, houve reducdo da massa corporal, IMC escore-Z,
CA, massa gorda, TG e aumento na estatura, HDL-C e VOyico (LEITE et al., 2009b).
Geralmente, os efeitos mais significativos do exercicio fisico sdo nos niveis
de HDL-C e TG. Pode ndo haver mudanca no nivel total de colesterol e de fracdes
do LDL-C, mas pode haver mudanca na qualidade das subfracdes do LDL-C, como
aumento dos niveis de particulas grandes de LDL e diminuicdo dos niveis de
particulas pequenas de LDL (THOMAS et al., 2007 apud LEITE et al., 2009b).

2.1.4 Dislipidemias e obesidade

H& uma associacao positiva entre excesso de peso e dislipidemias, de forma
gue o sobrepeso reflete em alteracdes lipidicas (BATISTA FILHO; RISSIN, 2003
apud NETO et al., 2012).

Nas dislipidemias relacionadas & obesidade, h&d aumento dos niveis
plasmaticos de AGs livres e TG, diminuicdo de HDL e composicédo anormal de LDL.
Tais alterac6es ocorrem por causa de uma liberacéo incontrolada de AGs do tecido
adiposo (especialmente tecido adiposo visceral) através da lipdlise, o que causa
aumento dos AGs no figado e aumento na producdo de VLDL. Essa elevacao nos
niveis de AGs pode diminuir a expressdo do mRNA ou a atividade da lipoproteina
lipase no tecido adiposo e no musculo esquelético, enquanto o aumento na
producdo de VLDL pode inibir a lipdlise dos quilomicrons, o que causa
hipertrigliceridemia (KLOP et al.,, 2012 apud JUNG; CHOI, 2014). A alta na
concentracdo de TG ativa a proteina de transferéncia CETP, promovendo a
diminuicdo de HDL e a formacdo de pequenas e densas particulas de LDL, que

estdo associadas a um maior risco de doenca cardiovascular (JUNG; CHOI, 2014).

2.1.4.1 Obesidade

A obesidade ja € considerada uma epidemia pela Organizacdo Mundial da
Saude (SHAWKY; SADIK, 2012), visto que o numero de individuos obesos vem
atingindo proporgdes alarmantes tanto nos paises de alta renda quanto nos paises
de baixa renda (BULBUL; HOQUE, 2014). De 1980 a 2008 a prevaléncia global de
obesidade quase dobrou, sendo que em 2008 mais de 1,4 bilhdes de adultos

estavam acima do peso. Desses, cerca de 200 milhdes de homens e 300 milhdes de
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mulheres eram obesos (WHO, 2013). Dados de 2013 revelam que 50,8% dos
brasileiros estdo acima do peso, sendo que, destes, 17,5% sao obesos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2013). Nos EUA, mais de um terco dos adultos (35,7%)
séo obesos (CDC, 2012). Devido as diversas implicacdes para a saude associadas a
obesidade, ela é estimada como a segunda principal causa de morte evitavel
(MASTERS et al., 2013 apud JAHANGIR; SCHUTTER; LAVIE, 2014).

A obesidade e o excesso de peso sao definidos como um acumulo de
gordura anormal ou excessivo que apresenta um risco para a saude. Um individuo é
considerado obeso quando seu (IMC), que é calculado pelo peso (em quilogramas)
dividido pelo quadrado da altura (em metros), € maior do que 30. Quando o individuo
possui um IMC igual ou maior a 25, é considerado acima do peso (WHO, 2013).
Também existem outros critérios, menos utilizados, como peso corporal, medida da
cintura, relacdo cintura-quadril, percentual de gordura e quantidade de gordura
visceral e subcutanea (UUSITUPA, 2005).

Para as criancas e adolescentes, a classificacdo considera a idade e o sexo,
como mostram os graficos 1 e 2. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), a crianca ou adolescente é considerado acima do peso quando se encontra
acima do percentil 85, e obeso quando se encontra acima do percentil 97 (MELO,
2011).
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BMi-for-age BOYS

5 to 19 years (percentiles)

BMI (kg/m?)

9 368 3689 3689 3689 368
10 1" 12 13 14
Age (completed months and years)

GRAFICO 1 — IMC de acordo com a idade para meninos.
Fonte: WHO, 2007.

Y World Health
rganization

BMl-for-age GIRLS

5 to 19 years (percentiles)

BMI (kg/m?)

Age (completed months and years)

GRAFICO 2 — IMC de acordo com a idade para meninas.
Fonte: WHO, 2007.

A obesidade ocorre devido a uma falta de equilibrio entre a ingestdo e o
gasto de calorias. Além de a populagédo estar consumindo mais alimentos ricos em
gordura, ha uma diminuicdo na pratica de atividades fisicas devido ao aumento de
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formas de trabalho sedentarias, mudangcas nos meios de transporte e urbanizacao
(WHO, 2013).

Nos paises em desenvolvimento, apesar de ainda haver problemas como
doencas infecciosas e desnutricdo, a quantidade de individuos obesos ou acima do
peso est4d crescendo rapidamente. A obesidade vem aumentando devido a
alimentacdo inadequada no periodo pré-natal, infancia e adolescéncia, e ao
consumo elevado de alimentos ricos em gordura, sal, acucar, alta densidade
energética e pobres em nutrientes; que sado mais baratos mas possuem baixa
qualidade nutricional (WHO, 2013).

A obesidade é um fator de risco para diversas doencas, como doencas
cardiovasculares, asma, desordens ortopédicas, anormalidades no figado, diabetes
tipo 2, dislipidemias, resisténcia a insulina, sindrome do ovario policistico e alguns
tipos de cancer (BIENERTOVA-VASKU et al., 2010; MESSIAH et al., 2012 apud
BAIRDAIN et al., 2014; JUNG; CHOI, 2014). Parte dessas doencas impossibilita o
individuo de realizar atividades fisicas, 0 que contribui ainda mais para o ganho de
peso (BAIRDAIN et al., 2014).

As criangas requerem uma atenc¢ao especial, pois, segundo a OMS, mais de
40 milhdes de criangas com menos de cinco anos de idade estavam acima do peso
em 2011 (WHO, 2013). Nos EUA, em 2012, aproximadamente 17% (12,5 milhdes)
das criancas e adolescentes eram obesos (CDC, 2011). Foi observado um rapido
aumento na obesidade e excesso de peso entre criancas com menos de cinco anos:
60% de 1990 a 2010, com um aumento estimado de 9% de 2010 para 2020, sendo
que 0 aumento mais notavel ocorre nos paises de baixa e média renda (KELISHADI
et al., 2014). A tecnologia presente no nosso dia a dia € um dos principais motivos
pelos quais as criancas e adolescentes dedicam menos tempo a atividades fisicas,
ja que geralmente preferem um lazer passivo, como televisdo, computador e
videogame, a um lazer ativo (como pular corda e andar de bicicleta) (BRACCO et al.,
2002 apud MILANO, 2008; SANTOS et al., 2010 apud RIBAS; SILVA, 2014).
Quando a crianga € obesa, havera maior risco de obesidade, morte prematura e
incapacidade na sua vida adulta, sendo que aproximadamente 70% das criancas e
adolescentes obesos tornam-se adultos obesos (REILLY, 2007 apud CETATEANU;
JONES, 2014). Além disso, outros problemas podem ocorrer ainda na infancia,

como dificuldades respiratérias, aumento no risco de fraturas, hipertensao,
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marcadores precoces da doenca cardiovascular, resisténcia a insulina e efeitos
psicoldgicos (WHO, 2013).

A atividade fisica é extremamente importante para prevencdo da obesidade
em criangas, mas nao tem sido incentivada o suficiente nas escolas, principalmente
no que diz respeito as meninas (FERMINO et al., 2010 apud RIBAS; SILVA, 2014).
Ha diversos beneficios com a atividade fisica para as criangas, como controle do
peso, diminuicdo do colesterol e resisténcia insulinica, pressao arterial baixa, bem-
estar e maior predisposicéo para vida ativa na adolescéncia (RODRIGUES et al.,
2013 apud RIBAS; SILVA, 2014).

No Brasil, dados de 2009 mostram que um tergco das criancas de 5 a 9 anos
estava acima do peso (mais de oito vezes a frequéncia de déficit de peso) e 14,3%
estavam obesas, sendo que os indices foram maiores para meninos. Analisando-se
separadamente as regides do Brasil, verificou-se que as maiores taxas de excesso
de peso e obesidade encontravam-se no Sudeste, Sul e Centro-oeste (de 32% a
40%, enquanto no Norte e Nordeste oscilou de 25% a 30%). Em todas as regibes,
as taxas foram maiores na area urbana do que na area rural. Com relacdo a renda
familiar, a prevaléncia de excesso de peso e obesidade aumentou de acordo com a
renda (IBGE, 2010).

Dentre os adolescentes (10 a 19 anos), um quinto estava com excesso de
peso (seis vezes maior do que a frequéncia de déficit de peso), e 4,9% estavam
obesos. Os maiores indices foram encontrados na populagdo masculina e no grupo
de 10 a 11 anos. Assim como para as criancas, a prevaléncia do excesso de peso e
obesidade foi maior no Sudeste, Sul e Centro-oeste (20 a 27%, sendo que no Norte
e Nordeste foi de 16 a 19%), com maior frequéncia na regido urbana. A prevaléncia
do excesso de peso aumentou de acordo com a renda para ambos 0S sexos, assim
como a obesidade no sexo masculino. Ja no sexo feminino, a obesidade apresentou
uma relacdo curvilinea com a renda familiar, com as maiores prevaléncias
observadas nas classes intermediarias de renda (IBGE, 2010).

O ambiente alimentar em que a crianca ou adolescente esta envolvido
também colabora com o desenvolvimento da obesidade, como mostra o estudo
realizado por Cetateanu e Jones (2014), em que foi verificada associacao entre a
prevaléncia de obesidade e excesso de peso em criangas inglesas com o ambiente
alimentar a que estdo submetidas. Foi visto que os indices sdo maiores em locais de

baixa renda, onde ha maior quantidade de restaurantes com comidas que nao sao
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saudaveis, como fast-food (0 que € conhecido como “paradoxo obesidade-fome”)
(TANUMIHARDJO et al.,, 2007 apud CETATEANU; JONES, 2014). Os autores
acreditam que esses resultados podem ser aplicados a outros paises desenvolvidos,
e sugerem que devem ser adotadas medidas para reduzir a quantidade de
restaurantes fast-food, aumentar as opcdes de comidas mais saudaveis, e aumentar
0s espacos destinados a atividade fisica (CETATEANU; JONES, 2014).

Além dos problemas fisicos causados pela obesidade, podem também estar
presentes problemas psicoldgicos, como baixa autoestima, autoavaliacdo negativa,
ansiedade e depressdo (LOFRANO-PRADO et al. apud ABDEL-AZIZ et al., 2014).
Para avaliar a qualidade de vida relacionada a saude e comorbidades psiquiatricas
como ansiedade e depressédo, um estudo realizado por Abdel-Aziz et al. (2014)
relacionou esses parametros com o IMC. Foi verificado, através de questionarios
respondidos pelos pais e pelas proprias criancas, que as criangas e adolescentes
obesos possuiam qualidade de vida menor do que ndo obesos. O IMC e a CA sao
fatores de risco independentes para a qualidade de vida, sendo que esta é mais
afetada conforme aumenta a duracdo e o grau de obesidade (que é refletido pelo
aumento do IMC e CA). A ansiedade e depressao foram pré-existentes ou
subsequentemente diagnosticadas em todas as criancas e adolescentes obesos, o
que foi significantemente maior do que os ndo obesos; quanto maior o IMC, maior o
grau de ansiedade e depressdo (ABDEL-AZIZ et al., 2014).

A obesidade estda associada tanto a componentes genéticos quanto aos
hébitos alimentares e ao estilo de vida de uma maneira geral (UUSITUPA, 2005). J&
se sabe que ha fatores genéticos envolvidos no comportamento alimentar, mas os
mecanismos responsaveis por eles ainda ndo foram bem elucidados (BIENERTOVA-
VASKU et al., 2010). Essa dificuldade é encontrada porque ha& uma complexa
interacdo entre os fatores do estilo de vida e os fatores genéticos, além da
variabilidade genética entre os diferentes grupos étnicos (DIAMOND, 2003 apud
UUSITUPA, 2005).

Estudos com gémeos sugerem uma herdabilidade da massa corporal entre
40% a 70% com uma concordancia de 0,7-0,9 entre gémeos monozigaoticos e 0,35-
0,45 entre gémeos dizigéticos (STUNKARD et al.,, 1990 apud SHAWKY; SADIK,
2012).
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2.1.5 Dislipidemias de causa genética

As dislipidemias podem ser primarias ou secundarias. A forma primaria ocorre
devido a uma combinacdo de dieta e genética (RANG et al., 2012), enquanto a
dislipidemia secundaria pode ocorrer devido a outras condigbes, como obesidade,
diabetes mellitus, alcoolismo, sindrome nefrética, insuficiéncia renal cronica,
hipotireoidismo, doenca hepatica e administracdo de farmacos (RANG et al., 2012;
MEDEIROS et al., 2014).

Estudos familiares e com gémeos mostram que os fatores genéticos sao
responsaveis por 40% a 80% da variacdo populacional nos niveis de LDL-C
(FENGER et al., 2008 apud SHEN et al., 2010). Existem algumas formas raras de
hipercolesterolemia monogénica (como a hipercolesterolemia familiar (HF), em que a
principal causa é uma mutac¢do no gene que codifica o receptor de LDL, e o defeito
familiar da apolipoproteina B-100) (FARROKHI et al., 2011), mas geralmente tal
variabilidade nos niveis de LDL-C ocorre devido a interacédo entre fatores ambientais

e diversos genes. Entre esses genes encontra-se o gene APOB 100.
2.1.5.1 APOB 100
O gene APOB 100 possui 43 kb de comprimento, 28 introns e 29 éxons e esta

localizado no braco curto do cromossomo 2 (2p24.1) (AWAD; EL-TARRAS, 2011,
LAW et al., 1985 apud FARROKHI et al., 2011), conforme mostra a figura 4.

5
&

2q24
2q33.3

N"Eg &;N""!"N
¥ § ¥ & B F g %% B

FIGURA 4 — Estrutura do cromossomo 2, com destaque para a regido em que se encontra o
gene APOB100.
FONTE: GENETICS HOME REFERENCE, 2012.
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Esse gene codifica a apolipoproteina B-100 (APOB 100), que é uma proteina
de 550 kDa com 4536 residuos de aminoécidos secretada principalmente pelo
figado (HUANG et al., 1986 apud NELKEN et al., 2008; AWAD; EL-TARRAS, 2011;
JELASSI et al., 2013). Entre outras funcbes, a APOB 100 é o componente proteico
das particulas de LDL e funciona como um ligante para o receptor de LDL (LDLR).
Dessa forma, mutacbes na APOB 100 prejudicam a ligacdo da LDL ao LDLR,
diminuindo a internalizacdo das particulas de LDL. Como resultado, ha uma
hipercolesterolemia moderada a severa que aumenta o risco de inicio precoce de
aterosclerose (HORVATH et al., 2001). Alguns estudos confirmam a associacao da
mutacdo R3500Q com os niveis de LDL-C (SHEN et al., 2010).

Foram identificadas algumas mutacbes no gene APOB 100, como R3500Q
(SORIA et al., 1989), R3500W (GAFFNEY et al., 1995 apud FARROKHI et al., 2011)
e R3531C (PULLINGER et al., 1995 apud FARROKHI et al., 2011).

A mutacdo R3500Q (rs5742904) é a mais frequente e a primeira descrita. Ha
um polimorfismo de nucleotideo simples (SNP), havendo substituicdo de G por A no
nucleotideo 10.708, o que gera troca de uma Arginina por uma Glutamina no coédon
3500 (INNERARITY et al., 1990; JACOBSEN et al., 2002; JELASSI et al., 2013). Tal
mutacao provoca alteracdes que interferem na conformacdo do dominio de ligacéo
da APOB 100 com o receptor B/E e reduz a afinidade da LDL por esse receptor,
aumentando assim os niveis séricos de LDL (FORTI et al., 2003).

A mutacdo R3500Q é a principal causa do defeito familiar da apolipoproteina
B-100, que é uma desordem autossémica co-dominante causada por mutacdes no
gene APOB 100 (INNERARITY et al.,, 1990). Entretanto, a penetrancia do alelo
mutante ndo é de 100% (TRAPANI; SEGATTO; PALLOTTINI, 2012). Além disso, o
gene APOB 100 é a segunda principal causa de HF (FARROKHI et al., 2011).
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3 METODOLOGIA

Esse estudo provém de uma parceria entre o Departamento de Genética da
UFPR (Laboratorio de Polimorfismo e Ligagcéo) e o Departamento de Educacéo
Fisica da UFPR (Nucleo de Qualidade de Vida — NQV).

3.1 PARTICIPANTES DO ESTUDO

A amostra € constituida por 153 criancas e adolescentes (obesos, sobrepeso
e eutroficos) da cidade de Curitiba (PR) com idade entre 9 e 17 anos (média de
13,75 £+ 1,74 anos), sendo 78 meninos e 75 meninas. Os participantes do estudo
receberam explicacbes sobre a pesquisa e seus pais ou responsaveis assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (em anexo).

3.2 VARIAVEIS

Foram observadas variaveis antropométricas, clinicas e bioquimicas.

Dentre as medidas antropométricas, encontram-se a massa corporal (kg),
estatura (m), IMC (kg/m?), e CC (cm). Os dados antropométricos foram coletados de
acordo com o Anthropometric Standardization Reference Manual (BRUCE, 2003),
sendo que foram obtidas trés medidas e o valor mediano entre elas foi considerado.

As variaveis clinicas analisadas foram a PAS e PAD (mmHg), e as
bioquimicas foram glicemia em jejum (mg/dL), insulina em jejum (microUl/mL) e perfil
lipidico (CT, HDL-C, TG, LDL-C, VLDL-C e LT) (mg/dL). A coleta das amostras

sanguineas foi realizada no periodo da manha, com jejum de 8 a 12 horas.

3.3 EXTRACAO DE DNA

O DNA foi extraido pela técnica de salting out, de acordo com o método de
Lahiri e Nurnberger (1991), com modificacoes.

Sé&o coletados 10 ml de sangue em EDTA, e esse sangue é centrifugado
para que haja separacdo dos leucécitos. A camada leucocitaria € colocada em
falcon de 15 ml, e completa-se o volume para 10 ml com TKM1. S&o adicionados

125 yl de IGEPAL CA-630 (detergente solubilizador de membrana), e mistura-se no
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vortex ou manualmente. O material € centrifugado e o sobrenadante € desprezado.
Completa-se o volume para 10 ml de TKM1 e ressuspende-se o precipitado com
pipeta Pasteur, até que se torne homogéneo. Em seguida, € realizada a
centrifugacdo. Os ultimos dois passos séo repetidos até que o precipitado esteja
claro.

Sao0 adicionados 800 pl de TKM2, o precipitado é ressuspendido com a
ponteira e o volume é transferido para um microtubo de 1,5 ml. Em seguida,
adiciona-se 50 pl de SDS 10% e mistura-se, e entdo se incuba o material em banho-
maria a 55°C overnight.

Os microtubos sao retirados do banho-maria e sao adicionados 300 pl de
solucdo saturada de NaCl 5M. Em seguida, sdo colocados no vortex (ocorre
precipitacdo das proteinas).

O material é centrifugado, de forma que o sobrenadante contém o DNA, e o
precipitado, as proteinas. Vira-se o sobrenadante para um tubo de ensaio, e nesse
tubo adicionam-se dois volumes de etanol absoluto gelado (em relagcdo ao volume
inicial), para que ocorra a renaturacdo do DNA. Em seguida, tampa-se o tubo com
parafilme e inverte-se delicadamente até que aparecga a “nuvem” de DNA.

O DNA é pescado com a ponteira cortada e colocado em um novo
microtubo, que fica na estufa a 37°C para secagem do alcool.

Em seguida, o DNA ¢é ressuspendido com 200 pl de TE (conservante de
DNA). Os microtubos ficam em banho-maria a 55°C por até trés dias, o que permite

a obtencao de uma solugdo mais viscosa.
3.4 QUANTIFICACAO E DILUICAO

A concentracdo do DNA foi determinada através de um equipamento
chamado Nanodrop ®. De acordo com essa concentragao, foi feita a diluicdo das
amostras com agua Mili-Q para que fosse atingida a concentragdo desejada de DNA
(20 ng/ul).

3.5 GENOTIPAGEM

A genotipagem foi realizada por Tagman SNP Genotyping Assay (Applied
Biosystems). O aparelho utilizado foi o Applied Biosystems Viia 7 Real-Time PCR
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System, sendo que foram feitas as seguintes etapas: 1) 50°C por 2 minutos, 2) 95°
por 10 minutos, 3) 50 ciclos de 95°C por 15 segundos, intercaladas por 62°C por 1
minuto, 4) 60°C por 2 minutos. Em cada reacdo foram incluidas trés amostras
controle previamente sequenciadas, que representam o0s trés possiveis genotipos.

Primeiramente, aumenta-se a temperatura para que haja desnaturacdo do
DNA. Em seguida, a temperatura é reduzida para que ocorra anelamento dos
primers em posicoes especificas (a temperatura € definida de acordo com a
sequéncia de nucleotideos dos primers). Por fim, a temperatura € novamente
aumentada para que a DNA polimerase faga a duplicagédo da cadeia a partir dos
primers (extensdo). Esse ciclo é repetido 50 vezes, gerando uma amplificacdo
especifica do DNA.

Na sequéncia de DNA liga-se uma sonda, que apresenta em uma
extremidade um fluoréforo, e na outra extremidade um quencher (molécula que
aceita energia do fluoroforo na forma de luz). Devido a atividade exonucleasica
5 -3 da TagDNA polimerase a sonda é clivada, ocasionando a liberagcdo do
fluoréforo e aumentando a intensidade da fluorescéncia. Conforme os ciclos véo
ocorrendo, a fluorescéncia vai aumentando de acordo com a quantidade de DNA
amplificado. Quando somente uma das fluorescéncias esta presente, pode-se dizer
que a amostra € homozigota para aquele alelo; se as duas fluorescéncias sao
encontradas, a amostra € considerada heterozigota (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004,
LIMA, 2013).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram testadas quanto a normalidade por meio do teste de
Kolmogorov-Smirnov com correcdo de Lilliefors. As médias das varidveis foram
comparadas por testes parameétricos (teste T de Student) e ndo paramétricos (teste
de Mann-Whitney), conforme sua distribuicdo. As frequéncias dos genotipos e alelos
foram obtidas por contagem direta e comparadas por teste do qui-quadrado. Foi
testado o equilibrio de Hardy-Weinberg, referente as frequiéncias genotipicas do
SNP encontrado na amostra. As frequéncias encontradas no estudo foram
comparadas com as frequéncias observadas em outras pesquisas através do teste
do qui-quadrado. Os individuos foram separados de acordo com seu IMC, e as

frequéncias genotipicas e alélicas desses grupos foram obtidas por contagem direta
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e comparadas por teste exato de Fisher. A amostra também foi estratificada de
acordo com os niveis lipidicos, e as frequéncias genotipicas e alélicas dos grupos
foram obtidas por contagem direta e comparadas através do teste de qui-quadrado
com correcdo de Yates. A anadlise de regressdo multipla foi utilizada para testar a

hipotese de que as variaveis séo fatores de risco independentes para dislipidemia.
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4 RESULTADOS

Foi realizada uma analise descritiva das criancas e adolescentes, levando
em consideracdo todas as variaveis. Na tabela 1 estdo representadas as variaveis
com suas respectivas médias, erro padrdo da média, mediana e desvio padrao.

TABELA 1 — N, MEDIA +- ERRO PADRAO DA MEDIA, MEDIANA E DESVIO PADRAO DE
TODAS AS CRIANGAS E ADOLESCENTES, PARA CADA UMA DAS VARIAVEIS

ANALISADAS

Variaveis N Média + Erro Padrdo da Média Mediana Desvio Padrao
Idade 153 13,75 =+ 0,14 14,00 1,74
IMC 153 27,15 = 0,45 27,03 5,53
CcC 97 81,40 =+ 1,20 81,33 11,78
PAS 111 109,35 = 1,21 110,00 12,75
PAD 111 66,50 = 0,95 65,00 10,06
INS 152 14,22 = 0,80 11,60 9,88
Gli 153 85,58 + 0,79 85,00 9,76
CT 153 159,40 = 2,63 157,00 32,57
HDL-C 153 50,69 = 0,92 49,90 11,32
LDL-C 152 86,62 £ 2,01 83,04 24,75

VLDL-C 97 20,58 =+ 1,17 16,00 11,56
LT 97 535,87 £ 10,83 511,25 106,66
TG 153 108,38 = 4,91 88,00 60,75

NOTA: O N varia devido a falta de dados de alguns individuos.

Foram calculadas as frequéncias alélicas e genotipicas da muta¢cdo R3500Q

do gene APOB100 na amostra total, conforme mostra a tabela 2.

TABELA 2 — FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DA MUTACAO

R3500Q (RS5742904) DO GENE APOB100

Genébtipo N % Alelos N % + EP
GG 144 94,12 G 297 97,06 = 0,97
GA 9 5,88
AA 0 0 A 9 2,94 + 0,97

Total 153 100 Total 306

As frequéncias genotipicas encontram-se em equilibrio de Hardy-Weinberg,
sendo o y2=0,14 e p = 0,708.

Também foi realizada uma andlise descritiva estratificando as criangas e

adolescentes de acordo com o genotipo. Na tabela 3 estdo representadas as

variaveis juntamente com a média, erro padrao da meédia, mediana e desvio padréo



29

entre os portadores do gendtipo usual, enquanto na tabela 4 estdo representados
os dados dos portadores da mutacao.

TABELA 3 - N, MEDIA +- ERRO PADRAO DA MEDIA, MEDIANA E DESVIO PADRAO
DAS CRIANCAS E ADOLESCENTES COM O GENOTIPO USUAL (GG) PARA CADA
UMA DAS VARIAVEIS ANALISADAS

Variaveis N Média * Erro Padrdo da Média Mediana Desvio Padréo
Idade 144 13,70 = 0,15 14,00 1,76
IMC 144 27,17 0,46 27,03 5,50
CcC 88 8151 & 1,25 81,32 11,73
PAS 105 109,73 = 1,26 110,00 12,95
PAD 105 66,81 = 1,00 68,00 10,21
INS 143 14,01 = 0,78 11,70 9,31
Gli 144 8546 = 0,83 85,00 9,93
CT 144 160,24 = 2,73 157,35 32,82
HDL-C 144 50,67 = 0,95 49,60 11,46
LDL-C 143 88,15 = 2,05 85,70 24,55
VLDL-C 88 19,36 = 0,88 15,71 8,29
LT 88 532,07 = 10,35 512,93 97,13
TG 144 105,00 = 4,39 87,50 52,68

NOTA: O N varia devido a falta de dados de alguns individuos.

TABELA 4 - N, MEDIA +- ERRO PADRAO DA MEDIA, MEDIANA E DESVIO PADRAO
DAS CRIANCAS E ADOLESCENTES PORTADORES DA MUTACAO (GA) PARA CADA
UMA DAS VARIAVEIS ANALISADAS.

Variaveis N Média ¥ Erro Padrdo da Média Mediana Desvio Padrio
Idade 9 1456 £ 0,38 14,00 1,13
IMC 9 26,69 £ 2,09 27,44 6,27
CcC 9 80,28 * 4,31 82,30 12,94
PAS 6 102,67 = 2,40 102,00 5,89
PAD 6 61,00 £ 1,84 60,00 4,52
INS 9 17,56 £ 5,67 11,50 17,00
Gli 9 8751 * 214 85,70 6,42
CT 9 145,96 * 8,70 147,70 26,10
HDL-C 9 51,00 £ 3,17 49,90 9,52
LDL-C 9 62,45 £ 4,26 66,35 12,77

VLDL-C 9 3251 £ 8,70 18,34 26,09
LT 9 572,93 + 59,82 502,33 179,46
TG 9 162,53 = 43,49 91,68 130,46

Foi realizada uma comparacéo entre as medias das variaveis das criancas e
adolescentes com o0 gendtipo usual e portadores da mutacdo. Na tabela 5, estdo
representadas as variaveis com as respectivas médias dos usuais e portadores,

juntamente com o valor de p.
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TABELA 5 - COMPARAGAO ENTRE AS MEDIAS DAS
VARIAVEIS DE CRIANCAS E ADOLESCENTES COM O
GENOTIPO USUAL E PORTADORES DA MUTACAO

Variaveis Média Usuais Média Portadores P
IMC 27,17 26,69 0,798
CcC 81,51 80,28 0,767
Gli 85,46 87,51 0,542
CT 160,24 145,96 0,203
HDL-C 50,67 51,00 0,932
LDL-C 88,15 62,45 0,002*
VLDL-C 19,36 32,51 0,114
PAS 109,73 102,67 0,124
PAD 66,81 61,00 0,094
INS 14,01 17,56 0,759
LT 532,07 572,93 0,879
TG 105,00 162,53 0,254
* A Unica variavel em que foi observada diferenca significativa foi o
LDL-C.

Nota: As varidveis paramétricas (IMC, CC, Gli, CT, HDL-C e LDL-
C) foram comparadas pelo Teste t de Student, enquanto as
variaveis ndo paramétricas (PAS, PAD, INS, VLDL-C, LT e TG)
foram comparadas pelo Teste de Mann-Whitney.
Como é possivel observar, a Gnica variavel em que foi observada diferenca
significativa foi o LDL-C. A distribuicdo do LDL-C para o genétipo usual e para o

portador esta representada na figura 5.

Categorized Histogram
Variable: LDL
Genotipo: 1 LDL = 143*20*normal(x; 88,1462; 24 5511)
Genotipo: 2 LDL = 8*20*normal(x; 62,4489; 12,7714)

60
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20

L | ek

0 40 80 120 160 200 0 40 80 120 160 200
20 60 100 140 180 20 60 100 140 180

Genotipo: 1 Genotipo: 2
LDL

FIGURA 5 — Histograma do LDL-C para os individuos com o
genotipo usual (gendtipo 1) e para os portadores (genétipo 2). No
eixo X esta representado os niveis de LDL-C (em mg/dL) e no eixo
Y esta representado o nimero de observacdes.
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As frequéncias alélicas (G = 0,9706 + 0,97; A = 0,0294 + 0,97) e genotipicas
(GG = 0,9412; GA = 0,059) encontradas nesse estudo foram diferentes das
frequéncias encontradas na maioria dos trabalhos, como mostra a tabela 6. As
frequéncias genotipicas e alélicas encontradas nesses estudo foram comparadas

com as frequéncias de outros trabalhos através do teste de qui-quadrado.
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Frequéncia alelo A

Estudo N Frequéncia genotipo
GA
Hamalainen et al. (1990) 552 individuos da Finlandia com 0 0
hiperlipidemia
Tybjserg-Hansen et al. (1990) 745 individuos do Reino Unido e 0,013 0,007
Escandinavia com hiperlipidemia ou (x2=9,78; p = 0,002) (x? = 10,04; p = 0,001)
diagnéstico primério de aterosclerose
Friedl et al. (1991) 318 individuos da Austria com doenca 0,006 0,003
cardiaca (x2 = 9,62; p = 0,002) (x2 = 9,83; p = 0,002)
Friedlander, Dann e Leitersdorf 625 individuos de Israel com 0 0
(1993) hipercolesterolemia ou que ja tiveram
infarto do miocéardio
Tybjaerg-Hansen et al., 1998 9255 individuos da Dinamarca 0,0008 0,0004
(x?=250,7, p=0,0001) | (x*>=257,8; p=0,0001)
Bednarska-Makaruk et al., 525 individuos da Pol6énia com 0,025 0,012
2001~ hipercolesterolemia (x2 = 3,07; p = 0,08) (x2 = 3,16; p = 0,08)
Horvath et al., 2001* 130 pacientes da Bulgaria com 0,031 0,015
hipercolesterolemia (x2=0,62; p = 0,43) (x2=0,65; p = 0,42)
Fard-Esfahani et al., 2005 130 pacientes do Ird com 0 0
hipercolesterolemia
Nelken et al., 2008* 131 criangas e adolescentes do Canadéa 0,023 0,011
com hipercolesterolemia (x2=1,31; p = 0,26) (x2=1,35; p = 0,25)
0,120 0,060

Shen et al., 2010

1504 individuos da Old Order Amish
(populagédo social e culturalmente
homogénea) da Pensilvania

(x2=4,31; p = 0,04)

(x2=4,44;p=0,03)
0

Awad e El-Tarras, 2011

200 individuos da Arabia Saudita

0

* Estudos que encontraram frequéncias semelhantes as encontradas nesse estudo.
Nota: Em todos os estudos s6 foram encontrados individuos heterozigotos para a mutacdo R3500Q.
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Foi realizada uma analise de regressédo multipla considerando o LDL-C como
variavel dependente e o sexo, idade, IMC e gendétipo como varidveis independentes.
Foi visto que o gendtipo e o sexo contribuem de forma independente para os niveis
de LDL-C, sendo que para o genotipo = 28,09 + 8,4 e p = 0,001, e para 0 sexo p =
7,8 +£3,9ep=0,049.

Para realizacdo de outras andlises, as criancas e adolescentes foram
divididas de acordo com o IMC em obesos ou sobrepeso e eutréficos, conforme
mostra o grafico 3.

Eutroéfico

Obeso ou sobrepeso

0 20 40 60 80 100 120 140
NUmero de individuos

GRAFICO 3 — Distribuic&o da amostra de acordo com o IMC.

Em seguida, os individuos foram separados de acordo com o gendtipo. A
guantidade de individuos com o gendtipo usual e portador da mutagcdo nos grupos

“obesos ou sobrepeso” e “eutroficos” esta representada no grafico 4.
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GRAFICO 4 - Quantidade de individuos obesos ou sobrepeso e eutréficos de acordo com o

genatipo.

As frequéncias alélicas e genotipicas para os individuos obesos ou

sobrepeso e para os individuos eutréficos estéo representadas na tabela 7.

TABELA 7 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DA MUTACAO

R3500Q DO GENE APOB100 PARA OS
SOBREPESO E PARA OS INDIVIDUOS EUTROFICOS

INDIVIDUOS OBESOS OU

Obesos ou sobrepeso

Genotipo N % Alelos N % + EP
GG 113 95,76 G 231 97,88 £ 0,94
GA 5 4,24 A 5 2,12+0,94

Total 118 100 Total 236
Eutréficos

Genotipo N % Alelos N % + EP
GG 29 87,88 G 62 93,94+ 2,94
GA 4 12,12 A 4 6,06 £ 2,94

Total 33 100 Total 66

Foi feita uma comparacéo entre 0os grupos “obeso ou sobrepeso” e “eutréfico”

para os individuos com gendtipo usual e portadores da mutacdo através do teste
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exato de Fisher. Nao houve nenhuma diferenca significativa, (p = 0,1055), ou seja, a
frequéncia da mutagcdo ndo difere entre individuos obesos ou sobrepeso e
eutroficos.

Também foram feitas andlises estratificando a amostra de acordo com o0s
niveis recomendados de CT e LDL-C, de maneira que as criancas e adolescentes
foram separados em individuos com niveis desejaveis e individuos com niveis
alterados desses lipideos. Essa classificacdo foi realizada de acordo com o quadro
2.

Lipideos Valores
Desejaveis Limitrofes Aumentados
CT (mg/dL) <170 170 — 199 > 200
LDL-C (mg/dL) <110 110-129 > 130

QUADRO 2 — VALORES DE REFERENCIA DE CT e LDL-C EM CRIANGAS E
ADOLESCENTES (ENTRE 2 E 19 ANOS DE IDADE).
FONTE: SOCIEDADE BRASILEIRA DE CARDIOLOGIA, 1996.

As frequéncias de individuos com niveis desejaveis e de individuos com

niveis alterados de CT e LDL-C estdo representadas na tabela 8.

TABELA 8 — FREQUENCIA DE INDIVIDUOS COM NIVEIS DESEJAVEIS E NiVEIS ALTERADOS DE
CTELDL-C

DESEJAVEL ALTERADO
LIPIDEO N % N %
CT 101 66,01 52 33,99
LDL-C 124 81,58 28 18,24

Como é possivel observar, a maior parte das criancas e adolescentes possui
niveis desejaveis de CT (66,01%) e LDL-C (81,58%). A distribuicdo dos niveis de
LDL-C esta representada na figura 6.
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Histogram: LOL
K-5d=07165, p= 20; Lilliefors p<,10
Shapiro-Wilk W=98691, p=16348

55

50

45

40

35

30

25

No. of obs.

20

) B D —
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
X ==Category Boundary

FIGURA 6 — HISTOGRAMA DO LDL-C. No eixo X esta representado os niveis
de LDL-C (em mg/dL) e no eixo Y esta representado o numero de observacoes.

Foram calculadas as frequéncias genotipicas e alélicas de acordo com a
separacdo da amostra considerando os niveis de CT e LDL-C, conforme mostram

as tabelas 9 e 10, respectivamente.

TABELA 9 - FREQUENCIAS GENOTIPICAS E ALELICAS DA MUTACAO R3500Q DO GENE
APOB100 NA AMOSTRA SEPARADA PELOS NIVEIS DE CT

Desejavel
Gendtipo N % Alelos N % + EP
GG 93 92,08 G 194 96,04 + 0,01
GA 8 7,92 A 8 3,96 + 0,01
Total 101 100 Total 202
Alterado
Gendtipo N % Alelos N % + EP
GG 51 98,08 G 103 99,04 + 0,96
GA 1 1,92 A 1 0,96 + 0,96
Total 52 100 Total 104

Foi realizado o teste Qui-quadrado com corre¢édo de Yates entre 0S grupos
“CT desejavel” e “CT alterado” para os individuos usuais (genétipo GG) e portadores
da mutacdo (genotipo GA), sendo que ndo houve diferenca significativa entre as

frequéncias (2 = 1,28 e p = 0,26). Ao comparar os alelos, observou-se que y2 =
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1,24 e p = 0,27. Dessa maneira, podemos concluir que as frequéncias estao
distribuidas de forma homogénea independente de o individuo estar com o nivel de

CT desejavel ou alterado.

TABELA 10 - FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DA MUTAGCAO R3500Q DO GENE
APOB100 NA AMOSTRA SEPARADA PELOS NIVEIS DE LDL-C

Desejavel
Genotipo N % Alelos N % + EP
GG 115 92,74 G 239 96,37 £1,19
GA 9 7,26 A 9 3,63+1,19
Total 124 100 Total 248
Alterado
Genotipo N % Alelos N % + EP
GG 28 100 G 56 100+ 0
GA 0 0 A 0 0
Total 28 100 Total 56

Foi realizado o teste Qui-quadrado com correcédo de Yates entre 0S grupos
“‘LDL-C desejavel”’ e “LDL-C alterado” para os individuos usuais (genétipo GG) e
portadores da mutacdo (gendétipo GA), sendo que ndo houve diferenca significativa
entre as frequéncias, (2 = 1,05 e p = 0,31). Ao comparar os alelos, observou-se que
x?2 = 1,02 e p = 0,31. Isso mostra que as frequéncias estdo distribuidas de forma
homogénea independente de o individuo estar com o nivel de LDL-C desejavel ou
alterado.
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5 DISCUSSAO

O estudo avaliou varios fatores ligados a obesidade e dislipidemias em uma
amostra de criancas e adolescentes, bem como a influéncia do polimorfismo
R3500Q nesse contexto. Importantes resultados quanto a presenca da mutacédo e
os niveis de LDL-C foram observados. O esperado era que as criangas e
adolescentes portadores da mutacdo possuissem niveis mais elevados de LDL-C,
visto que a mutacdo em questado promove alteracdes na estrutura da APOB 100, o
que prejudica a ligacdo da LDL ao seu receptor. Dessa maneira, ocorre um aumento
dos niveis plasmaticos dessa lipoproteina, o que eleva o risco de inicio precoce da
aterosclerose (SORIA et al., 1989; HORVATH et al, 2001). Entretanto, foi
observado que os individuos portadores da mutacdo possuem niveis mais baixos de
LDL-C do que os individuos com gendétipo usual. Essa alteracdo pode ser explicada
pelo fato de que 8 das 9 criancas e adolescentes portadores da mutagdo sdo do
sexo feminino, e sabe-se que mulheres pré-menopausa possuem niveis mais baixos
de LDL-C, devido a acdo do estrégeno (MARINIS et al., 2008). Estudos mostram
que esse hormdnio aumenta a expressdao dos receptores de LDL, diminui a
expressao da 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima-A-redutase (HMG CoA redutase),
enzima responsavel pela principal etapa da biossintese do colesterol (FAVERO;
BYDLOWSKI, 2007; MARINIS, et al., 2008), e aumenta a velocidade de converséo
do colesterol hepatico em acidos biliares (KUSHWAHA; BORN, 1991 apud
GUETTA; CANNON, 1996). Como a média de idade dessas meninas portadoras da
mutacdo é de 14,82 anos, é muito provavel que elas ja tenham passado pela
menarca e estejam sob influéncia do estrégeno.

Além disso, a amostra é constituida por individuos que ainda séo jovens, e
sabe-se que o metabolismo de criancas e adolescentes € mais rapido do que o de
adultos. Dessa maneira, 0s niveis de LDL-C nessa populagdo tendem a ser
menores. Isso ocorreu em um estudo realizado por Bednarska-Makaruk et al.
(2001), em que quatro individuos portadores da mutacdo R3500Q que eram mais
jovens ndo possuiam a alteracdo nos niveis de LDL-C observada nos adultos.
Também €& preciso considerar que o fendtipo da mutacdo abrange um largo
espectro, sendo que alguns individuos ndo possuem nenhuma alteracdo lipidica
(MYANT, 1993; NELKEN et al., 2008).
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O fato de as frequéncias genotipicas estarem em equilibrio de Hardy-
Weinberg aumenta a confiabilidade dos resultados obtidos, assim como a analise de
regressao multipla, onde foi confirmada a influéncia do genétipo nos niveis de LDL-
C. Também foi visto que o sexo € um fator de risco independente para os niveis
dessa lipoproteina, o que € um argumento a favor da explicacdo de que a
diminuic&o dos niveis de LDL-C ocorreu devido ao fato de a maioria dos portadores
da mutacdo serem do sexo feminino.

A frequéncia da mutacdo R3500Q varia entre 0s paises e grupos étnicos
(NELKEN et al., 2008), sendo que sao encontrados poucos dados com relacdo ao
Brasil: Cavalli et al. (2000) ndo encontraram a mutacdo em uma amostra de 177
individuos com hipercolesterolemia, assim como Salazar (2002), que analisou 90
hipercolesterolémicos familiares (FORTI et al., 2003).

Em europeus brancos, por exemplo, a frequéncia é de 0,1% a 0,4% (SHEN et
al.,, 2010); sendo que 2 a 5% dos pacientes com hipercolesterolemia séo
homozigotos para o alelo defeituoso (TRAPANI; SEGATTO; PALLOTTINI, 2012). As
maiores frequéncias sao encontradas na Europa central (o que favorece a hipotese
de que a mutacdo se originou nesta regido), e a frequéncia diminui conforme se
move para o leste, norte e sudoeste (HORVATH et al., 2001). Em geral, a frequéncia
dessa mutacdo varia de 1:500 a 1:1250 (AUSTIN et al., 2004 apud SHEN et al.,
2010), sendo que na populacdo suica foi encontrada uma frequéncia de 1:209
(MISEREZ et al.,, 1994 apud SHEN et al.,, 2010). Apesar de essas taxas serem
pequenas, € preciso levar em consideracao que representam um numero grande em
nivel populacional. Por exemplo, uma frequéncia de 0,1% nos Estados Unidos
corresponderia (em 2008) a 305.000 portadores da mutacao (SHEN et al., 2010).

Comparadas com outros trabalhos, as frequéncias encontradas nesse
estudo (frequéncia alelo A = 0,029 + 0,97) séo altas, mesmo com a maioria dos
outros trabalhos tendo como amostra pacientes com hiperlipidemia, o que gera uma
frequéncia superestimada (TYBJAERG-HANSEN et al.,, 1998). O Unico estudo
analisado que encontrou uma frequéncia maior foi o realizado por Shen et al. (2010)
com individuos da OIld Order Amish (social e culturalmente homogénea) da
Pensilvania (frequéncia alelo A = 0,060). A taxa nessa comunidade € muito maior do
gue em outras populacdes devido ao efeito fundador (SHEN et al., 2010).

Alguns estudos encontraram frequéncias semelhantes a obtida nesse trabalho
(BEDNARSKA-MAKARUK et al. (2001); HORVATH et al. (2001); NELKEN et al.
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(2008)), sendo que o de Nelken et al. (2008) também foi realizado com criangas e

adolescentes (com uma diferenca na faixa etaria, que € de 3 a 18 anos).
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6 CONCLUSAO

As dislipidemias e a obesidade s&o problemas crescentes em todo 0 mundo,
de maneira que o estudo a respeito dessas doencas é fundamental. No presente
trabalho foi verificado que a mutacdo R3500Q e o sexo sdo fatores de risco
independentes para os niveis plasmaticos de LDL-C, sendo que a frequéncia do
alelo mutado encontrada nesse estudo (A = 0,029 + 0,97) é alta considerando-se
outros trabalhos.

A frequéncia da mutacdo R3500Q nédo difere entre individuos com excesso
de peso ou obesidade e eutrdficos, e, ao estratificar-se a amostra de acordo com 0s
niveis recomendados de CT e LDL-C, foi visto que a frequéncia da mutacdo esta
distribuida de maneira homogénea independente de o individuo estar com 0s niveis
desejaveis ou alterados desses lipideos.

Comparando-se as criancas e adolescentes com o gendtipo usual e
portadores da mutacdo, observou-se uma reducdo dos niveis plasmaticos de LDL-C
no grupo portador da mutagcdo. Essa alteracdo pode ser explicada pela acdo do
estrogeno, ja que dos 9 individuos portadores da mutacéo, 8 sdo do sexo feminino.

A investigacdo de associacdo de polimorfismos com determinadas variaveis é
muito importante, visto que tais mutacées podem afetar a saude do individuo. De
maneira geral, a identificacdo dos componentes genéticos € relevante pois: pode
auxiliar no desenvolvimento de drogas mais especificas e seguras; ajudar na
resposta a exercicios fisicos, jA& que dependendo da constituicdo genética o
individuo respondera de maneira diferente; e identificar subgrupos de individuos
que, devido a sua caracteristica genética, sejam mais sensiveis ou resistentes a
determinadas alteracdes do ambiente (SHAWKY; SADIK, 2012).
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ANEXO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TITULO DO PROJETO: XXXXXXXX
INVESTIGADOR: XXXXXXXX

LOCAL DA PESQUISA: Departamento de Genética e Departamento de Educacao

Fisica

Telefone (41) 3361 1730

Vocé esta sendo convidado (a) para participar de uma pesquisa. Este termo de
consentimento livre e esclarecido tem informacdes para ajuda-lo a decidir se ir4

permitir que seu filho (a) participe deste estudo.

O objetivo deste estudo € investigar fatores de predisposicdo genética a obesidade
em adolescentes submetidos a sessdes de exercicios fisicos e de orientacdo

nutricional.

Caso o seu filho participe da pesquisa, sera necessario fazer exames de rotina
médica, bioimpedancia, testes cardiorrepiratérios em esteira e bicicleta ergométrica,

avaliacdo do estagio puberal e eletrocardiograma.

Como em qualquer tratamento seu filho (a) poderd experimentar alguns
desconfortos, principalmente relacionados ao uso de mascara na calorimetria, ao
utilizar o bucal e o clamp nasal para respiracdo exclusivamente oral e dores

musculares e articulares apos 0s testes ergométricos maximos.

Os riscos que envolvem a avaliacdo de seu filho (a) sdo dores musculares e

articulares apdés o teste ergomeétrico.

Para tanto seu filho devera comparecer no Hospital de Clinicas (HC) para consulta

meédica, realizar a avaliacdo puberal, bioimpedéancia e eletrocardiograma, e ao
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Departamento de Educacdo Fisica (DEF) da Universidade Federal do Parana

(UFPR) para a realizacdo de testes em esteira e bicicleta ergométrica.

Estdo garantidas todas as informacdes que vocé queira, antes, durante e ap0s o

estudo.

A participacdo de seu filho (a) € voluntaria. Vocé tem a liberdade de recusar a

participar do estudo, ou retirar seu consentimento a qualquer momento.

As informag@es relacionadas ao estudo poderdo ser inspecionadas pelos médicos
gue executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no entanto, se qualquer
informacédo for divulgada em relatério ou publicacdo, isto sera feito sob forma

codificada, para que a confidencialidade seja mantida.

Todas as despesas necessarias para a realizagdo da pesquisa ndo sao da

responsabilidade do paciente ou do seu responsavel.

Pela participacdo do seu filho (a) no estudo, vocé néo recebera qualquer valor em
dinheiro.

Quando os resultados forem publicados, ndo aparecera o nome de filho (a), e sim

um cédigo.

Durante o estudo seu filho (a) ndo podera ingerir medicamentos sem informar

antecipadamente os pesquisadores responsaveis por este estudo.

Eu, li o

texto acima e compreendi a natureza e objetivo de estudo no qual meu filho (a)

foi convidado

(a) a participar. A explicacdo que recebi menciona os riscos e beneficios do estudo.
Entendi que sou livre para interromper a sua participacdo no estudo a qualquer
momento sem justificar a minha decisdo e sem que esta decisdo afete o seu

tratamento com o seu medico. Eu entendi que ndo posso fazer durante o estudo e
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sei que qualquer problema relacionado ao tratamento sera tratado sem custos para

mim ou para o meu filho (a).

Eu concordo voluntariamente do (a) meu (minha) filho (a) em participar deste estudo.



