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RESUMO

Adiponectina é um hormonio proteico expresso exclusivamente no tecido adiposo.
Tem funcéo autdcrina, paracrina e endocrina, promovendo diferenciacdo e aumento
da acumulagdo de lipidios em adipdcitos maduros e atuando como um potente
sensibilizador a insulina no masculo e no figado, regulando a homeostase energética
e tolerdncia a glicose. Individuos obesos ou com sobrepeso apresentam niveis
plasmaticos de adiponectina menores que individuos com peso normal. No intron 2
do gene que codifica a adiponectina, ADIPOQ, encontra-se o polimorfismo 276G>T
(rs1501299) que ja foi associado aos niveis plasmaticos de adiponectina, resisténcia
a insulina e obesidade. O presente trabalho busca investigar a associagcédo entre o
polimorfismo 276G>T do gene ADIPOQ e obesidade, avaliando o efeito deste
variante na resposta a intervencgao dietética em mulheres adultas obesas, bem como
avaliar a influéncia deste polimorfismo no perfil lipidico, perda de peso e variaveis
antropométricas. Para tanto, 185 mulheres adultas pré-menopausa passaram por
uma intervencao dietética com duracdo de sete semanas e foram genotipadas para
o polimorfismo 276G>T, também foi analisado um grupo controle de 54 mulheres
nao obesas (IMC<25) para comparacdo das frequéncias alélicas com o grupo de
mulheres obesas. A extracdo do DNA para as analises foi feita a partir do lisado de
leucécitos por técnica de salting-out e a genotipagem pelo método TagMan SNP
Genotyping Assay. A intervencdo dietética resultou em diminuicdo do IMC,
circunferéncia da cintura e razao cintura/altura. Nao foram encontradas alteracfes
em LDL e triglicerideos, embora tenha ocorrido reducdo significativa do HDL
(p<0,0001) e colesterol total (p=0,01). Nao foram encontradas diferencas entre as
frequéncias alélicas (p=0,76) e genotipicas (p=0,17) entre o grupo controle e o grupo
de individuos obesos estudado. Individuos portadores do genétipo GT apresentaram
niveis médios de TG significativamente menores se comparados aos individuos
homozigotos para o alelo comum (GG) (p=0,04), e o alelo raro 276T foi mais
frequente dentre os individuos que apresentaram maior reducdo de CT apols a
intervencdo (p=0,04), provavelmente devido a diminuicdo da sintese de VLDL e
aumento da atividade da LPL que leva ao aumento do catabolismo de quilomicrons
e particulas de VLDL.

Palavras chave: adiponectina, 276G>T, rs1501299, obesidade, ADIPOQ,
intervencao dietética.



ABSTRACT

Adiponectin is a protein expressed exclusively in adipose tissue. It has autocrine,
paracrine and endocrine function, promoting differentiation and increased lipid
accumulation in mature adipocytes and acting as a potent sensitizer insulin in muscle
and liver, regulating the energy homeostasis and glucose tolerance. Obese or
overweight individuals have lower plasma adiponectin levels than individuals with
normal weight. In intron 2 of the gene encoding adiponectin, ADIPOQ, lies the
polymorphism 276G>T (rs1501299) that has been associated with plasma levels of
adiponectin, insulin resistance and obesity. This study aims to investigate the
association between the polymorphism 276G>T of ADIPOQ gene and obesity,
evaluating the effect of this variant in response to dietary intervention in obese adult
women, as well as to evaluate the influence of this polymorphism on lipid profile,
weight loss and anthropometric variables. For this purpose, 185 premenopausal adult
women have undergone a dietary intervention lasting for seven weeks and were
genotyped for the polymorphism 276G>T. A control group of 54 non-obese women
(BMI <25) was also analyzed for comparisons of allele and genotype frequencies
with the group of obese women. The DNA was extracted from leukocyte lysate by
salting-out technique and the genotyping by TagMan SNP Genotyping Assay. Dietary
intervention resulted in a decrease in BMI, waist circumference and waist/height
ratio. No changes in LDL and triglycerides were found, although there was a
significant reduction in HDL cholesterol (p <0.0001) and total cholesterol (p = 0.01).
No differences were found in the allele frequency (p = 0.76) and genotype distribution
(p = 0.17) between obese and control groups. Subjects with GT genotype had
significantly lower mean levels of TG compared to homozygotes for the common
allele (GG) (p = 0.04), and the rare 276T allele was more frequent among subjects
who showed greater reduction in CT after intervention (p = 0.04), probably due to
decreased synthesis of VLDL and increasing LPL activity that leads to increased
catabolism of chylomicrons and VLDL particles.

Keywords: adiponectin, 276G> T, rs1501299, obesity, ADIPOQ, dietary intervention.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CT — Colesterol Total

HDL — Lipropoteina de Alta Densidade (do inglés: High Density Lipoprotein)

HDL-C — Colesterol HDL

IMC — indice de Massa Corporal

LDL — Lipoproteina de Baixa Densidade (do inglés: Low Density Lipoprotein)

LDL-C — Colesterol LDL

OMS - Organizagédo Mundial da Saude

SNP — Polimorfismo de Nucleotideo Unico (do inglés: Single Nucleotide
Polymorphism)

SNPs — Polimorfismos de Nucleotideo Unico (do inglés: Single Nucleotide
Polymorphisms)

TCLE - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TG - Triglicerideos

VIGITEL - Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo Para Doencas Cronicas Por
Inquérito Telefénico.
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1. INTRODUCAO

Ha trinta mil anos atras, armazenar energia era uma situacdo nao soO
desejavel, mas necessaria para a sobrevivéncia. Os individuos mais adaptados
eram aqueles que conseguiam armazenar maior quantidade de energia e assim
sobreviver de maneira mais eficiente a escassez de alimentos (HASLAM, 2007).
Com o desenvolvimento da agricultura e posteriormente a Revolucao Industrial, a
composicdo da dieta e 0 gasto energético sofreram grandes alteragbes. O acgUcar
refinado foi introduzido a alimentacdo, o consumo de so6dio aumentou
dramaticamente e o de potassio diminuiu. A0 mesmo tempo nosso modo de vida
minimizou o gasto caldrico (PIJL, 2011). Assim, a atual epidemia global de
obesidade resulta de uma combinacdo de suscetibilidade genética, aumento da
disponibilidade de alimentos ricos em energia e diminuicdo de atividade fisica na
sociedade moderna, ou seja, o desenvolvimento da obesidade é dependente da
interacdo de fatores ambientais e genéticos.

Os fatores genéticos tém sido estudados visando ampliar a compreensao
sobre a obesidade e o controle de peso. A perda de peso em resposta as mudancas
dietéticas ou estratégias como exercicio, drogas ou cirurgia, € altamente complexa e
com grande variabilidade individual. Esta variabilidade pode estar relacionada com a
genética, de modo que individuos tenham respostas diferentes a estimulos
semelhantes.

O gene ADIPOQ, localizado no braco longo do cromossomo 3, codifica a
proteina adiponectina, a qual é expressa exclusivamente no tecido adiposo. Um dos
polimorfismos deste gene € 0 276G>T. Estudos ja relacionaram esse polimorfismo a
obesidade, diabetes e dislipidemias.

Deste modo, este trabalho tem por objetivo investigar a associacao entre a
variante 276G>T do gene ADIPOQ e a obesidade, avaliando o efeito desta variante
na resposta a intervencgdo dietética em amostras de 185 mulheres adultas obesas
submetidas a uma intervencdo dietética personalizada e em 54 amostras de

mulheres ndo obesas.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

o Investigar a associacao entre a variante 276G>T do gene ADIPOQ e a
obesidade, bem como a influéncia desse gene nos efeitos de uma intervengao

dietética.

2.2 Objetivos Especificos

. Comparar a frequéncia do polimorfismo 276G>T em grupos de
mulheres obesas e ndo obesas;

e Avaliar a influéncia do polimorfismo genético nas variaveis
antropométricas e bioguimicas antes e apés a intervencéo dietética;

o Verificar se h& variagdo dos parametros antropométricos e bioquimicos
apos a intervencdo dietética.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 OBESIDADE

Define-se obesidade como o acumulo excessivo de tecido adiposo que
causa prejuizos a saude, sendo sua causa fundamental o desequilibrio energético
entre as calorias consumidas e as calorias gastas. E uma doenca cronica nio
transmissivel (DCNT) que atinge cerca de 500 milhdes de pessoas no mundo (WHO,
2013). No Brasil, dados da Vigilancia de fatores de risco e protecdo para doencas
cronicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL, 2012) demonstram que, no conjunto da
populacdo adulta das 27 capitais, a prevaléncia de adultos obesos, no periodo de
2006 a 2012, passou de 15% para 17,4%. No sexo masculino, a prevaléncia da
obesidade foi de 16,5%; e entre as mulheres, a obesidade atingiu 18,2%. As
mulheres tendem a ser mais propensas a esta doenca que os homens, em todas as
regides de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) (WHO, 2008).

Cerca de 2,8 milhdes de adultos morrem a cada ano por consequéncias do
excesso de peso (WHO, 2013). Em adultos, a obesidade est4 associada com um
risco aumentado de doencas tais como diabetes tipo 2, doenca cardiaca coronaria,
hipertenséo, diferentes tipos de cancer e osteoartrite (WHO, 2013). Em 2002, a
proporcdo da carga global de doencas atribuiveis ao aumento do indice de Massa
Corporal (IMC) foi de 58% para diabetes tipo 2, 21% para doenc¢a isquémica do
coracdo, 39% para hipertensdo, 23% para acidente vascular cerebral isquémico,
12% para cancer de célon, 8% para o cancer de mama pds-menopausa e 32% para
cancer de endométrio e de 13% para a osteoartrose (WHO - Comparative
Quantification of Health Risks, 2004).

Como consequéncia, o tratamento da obesidade e de suas doencgas
associadas acarretam gastos significativos ao sistema de saude. Em 2011, os
custos atribuiveis a obesidade no Brasil totalizaram R$ 487,98 milhdes, sendo estes
apenas 0s gastos do sistema publico de saude, sem considerar os gastos dos
planos de saulde e particulares (OLIVEIRA, 2013). O impacto econémico global da

obesidade é de aproximadamente dois trilhbes de dbélares, mais ou menos
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equivalente ao impacto global de tabagismo ou da violéncia armada, guerras e
terrorismo (MCKINSEY GLOBAL INSTITUTE, 2014).

4.1.1. indice de Massa Corporal (IMC)

Para um correto diagnostico de obesidade € necessario avaliar a quantidade
de gordura corporal do individuo. No entanto, as técnicas de avaliacdo da
composicdo corporal (densitometria corporal, &gua corporal total ou absorptiometria
de Raios-X de dupla energia — DEXA, ressonancia magnética, ultrassonografia,
bioimpedancia) sdo técnicas sofisticadas e muitas vezes inviaveis pelo custo e falta
dos equipamentos necessarios (ABESO, 2009).

Em 1981, Garrow sugeriu o uso do Indice de Massa Corporal (IMC) como
critério para diagnostico da obesidade (GARROW apud ANJOS, 2006). A partir de
1995, a OMS popularizou o0 uso do IMC na avaliagdo dos individuos. Assim, na
pratica usa-se o IMC, um indice simples que relaciona peso e altura. E calculado
pelo peso do individuo em quilogramas dividido pela sua estatura em metros ao
quadrado. O IMC ndo representa a composi¢cao corporal dos individuos, mas
apresenta boa correlacdo com estimativas da composicdo corporal.

Segundo a classificacdo da OMS, sdo considerados obesos individuos com
IMC maior ou igual a 30. Contudo, na interpretacao do resultado deve ser observado
que o indice ndo leva em consideracdo a proporcdo entre a medida da perna e do

tronco, género € outros aspectos.

4.2 NUTRICAO E OBESIDADE

O aumento da ingestdo energética pode ser decorrente tanto da elevacéo
guantitativa do consumo de alimentos como de mudancas na dieta que se
caracterizem pela ingestao de alimentos com maior densidade energética, ou pela
combinacgao dos dois (MENDONCA & ANJOS, 2004).
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Dietas evoluem ao longo do tempo, sendo influenciadas por muitos fatores e
interagbes complexas. Renda, precos, preferéncias individuais e crencgas, tradicao
cultural, bem como geografica, ambiente, fatores sociais e econdmicos todos
interagem de forma complexa para moldar os padrées de consumo alimentar (WHO,
2003).

Nas ultimas décadas varias regides do globo, incluindo a América Latina,
sofreram mudancas nos habitos alimentares. Essas mudancas sdo marcadas pelo
aumento do consumo de produtos animais contrastando com a queda no consumo
de cereais e fibras, além do aumento no consumo de gorduras e agucares na dieta
(POPKIN, 2001).

De acordo com dados da Vigitel (2012), apenas 22,7% da populacdo
brasileira consome o recomendado de frutas e hortalicas, sendo que 26% da
populacdo consome regularmente refrigerantes e 31,5% tem o habito de consumir
carnes com gordura (VIGITEL, 2012).

4.3 GENETICA E OBESIDADE

Geneticamente a obesidade pode se apresentar como uma doenca
sindrémica, monogénica ou poligénica (CLEMENT & FERRE, 2003).

Obesidade € uma das caracteristicas que acompanha pelo menos 25
sindromes genéticas como, por exemplo, Prader-Willi, Cohen Alstrom, Bardet-Bied|
(CLEMENT & FERRE, 2003). Na forma monogénica ja foram descritos defeitos em
oito genes envolvidos na diferenciacdo neuronal do nucleo paraventricular e na via
de leptina/melanocortina que levam a formas monogénicas de inicio precoce da
obesidade grave (CHOQUET & MEYRE, 2011), além de cinco genes envolvidos com
formas recessivas de obesidade: LEP, LEPR, POMC, PCSK1l and MC4R
(CHOQUET & MEYRE,2011).

Tanto as formas sindrémicas quanto as monogénicas, explicam apenas uma
pequena porcentagem da obesidade na populacdo. A obesidade poligénica € a
forma que pode explicar a maioria dos casos. Uma hipdtese amplamente aceita

assume que as doengas complexas, tais como a obesidade, sao relacionadas a um
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namero de alelos de predisposicao, cada um conferindo um pequeno aumento no
risco para o individuo (MARTI et al, 2004).

4.4 ADIPONECTINA

Adiponectina, horménio proteico de 28kDa produzido exclusivamente pelo
tecido adiposo (SHERER et al, 1995), foi identificada em 1995 por 4 grupos
diferentes, explicando o porqué de também ser conhecida como apM1, Acrp30,
GBP28 e AdipoQ. Composta por 274 aminoacidos, possui uma sequéncia sinal N-
terminal e um dominio globular C-terminal (SHERER et al, 1995), e pode ser
encontrada em diferentes formas moleculares no plasma humano: trimero;
hexadmero; octdmero; nonadmero e dodecamero, sendo os trés ultimos
frequentemente referenciados na literatura como adiponectina de alto peso
molecular e o primeiro e 0 segundo como adiponectina de baixo e médio peso
molecular, respectivamente. Um produto de clivagem proteolitica da adiponectina
também pode ser encontrado no plasma humano, incluindo o dominio globular desta
proteina (TSAO, 2014).

A meia vida da adiponectina no plasma é de 75 minutos, apresentando
variacdes entre os diferentes oligdmeros (HALBERG et al, 2009). Aproximadamente
30 minutos para trimeros e 80 minutos para adiponectina de alto peso molecular
(HALBERG et al, 2009).

A concentracdo plasmatica desse horménio representa até 0,05% do total
das proteinas plasméaticas (SHERER et al, 1995). Individuos obesos ou com
sobrepeso apresentam niveis de adiponectinemia mais baixos do que individuos
com peso normal (DANIELE et al, 2008), havendo uma forte correlagdo negativa
entre IMC e niveis de adiponectina (ARITA et al, 1999). Fato que, a principio, parece
controverso, uma vez que a adiponectina € expressa apenas no tecido adiposo e
individuos obesos apresentam grande quantidade deste tecido. No entanto,
individuos obesos apresentam aumento na producéo de citosinas pré-inflamatorias,
como TNF-alfa, a qual tem um efeito inibitorio na expresséo de adiponectina (LI et al,
2009).
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A concentracdo de adiponectina plasmatica também mostra diferengas
acentuadas entre homens e mulheres, sendo 1,5 vezes maior em mulheres (ARITA
et al, 1999; HEID et al, 2006). Essa variacdo é devida a inibicdo da secrecdo da
adiponectina de alto peso molecular pela testosterona (XU et al, 2005). A
herdabilidade da adiponectinemia também é maior em mulheres, estimada em 65%
para mulheres e 54% para homens (HEID et al, 2010).

AdipoR1, AdipoR2 e T-caderina (HUG et al, 2004), sdo as moléculas de
superficie capazes de ligar a adiponectina. Os receptores AdipoR1 e AdipoR2 né&o
possuem homologia com outras proteinas em mamiferos, embora sejam
conservados de leveduras até humanos (YAMAGUCHI et al, 2003). O receptor
AdipoR1 é expresso abundantemente em musculo esquelético, enquanto o AdipoR2
€ predominantemente expresso no figado (YAMAUCHI et al, 2003). Células beta
pancreaticas também expressam receptores AdipoR1 e AdipoR2 (KHARROUBI et al,
2003).

Como efeito autdcrino/paracrino, a adiponectina parece promover a
diferenciacdo de adipdcitos, o aumento da acumulacao de lipidios e a captacdo de
glicose em resposta a insulina através de uma maior expresséo e translocagao do
receptor GLUT4 para a membrana plasmatica de adipdcitos maduros. Estes dados
sugerem que a adiponectina atua para manter os adipdcitos em torno de um
equilibrio de tamanho. Maiores niveis de adiponectina sdo encontrados em
individuos magros, que possuem adipécitos menores, e menores niveis de
adiponectina em individuos obesos, que possuem adipGcitos maiores. Adipécitos
submetidos a super-expressao de adiponectina possuem expressao dos receptores
AdipoR1 e AdipoR2 diminuida, indicando um mecanismo de feedback negativo. (FU
et al, 2005).

No figado, a adiponectina inibe a liberacdo de glicose diminuindo assim os
niveis sistémicos de glicose. Atua sensibilizando os hepatocitos aos efeitos da
insulina, de modo que a gluconeogénese € suprimida na presenca de doses
fisiologicas de insulina (BERG et al, 2001).

Em musculo esquelético, a ligacdo da adiponectina ao seu receptor provoca
aumento da captagdo de glicose e oxidacdo de &cidos graxos livres (YAMAUCHI et
al, 2003). A ativagéo sequencial de AMPK e p38 MAPK, que culmina com a ativagéo
de PPAR-a, pode explicar como a adiponectina aumenta a oxidacdo de &cidos

graxos em musculo esquelético (YOON et al, 2006).
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Adiponectina também possui efeitos anti-inflamatorios diminuindo a
producdo de citosinas proé-inflamatorias como IL6, e TNF-alfa por macrofagos
através da inibicdo da translocacdo do fator de transcricdo NFkB (WULSTER-
RADCLIFFE et al, 2004). Ao mesmo tempo aumenta a liberacdo de citosinas anti-
inflamatorias, como 1I-10 (WULSTER-RADCLIFFE et al, 2004). Adiponectina também

induz a producéo de 6xido nitrico por células endoteliais (CHEN et al, 2003).

4.4.1ADIPOQ e 0 rs1501299

A adiponectina é codificada pelo gene ADIPOQ, expresso exclusivamente no
tecido adiposo. Localizado no brago longo do cromossomo 3, locus 3927, entre 0s
marcadores D3S1571 e D3S1580, consiste em trés éxons e dois introns
(TAKAHASHI at al, 2000). Heid et al (2010) realizaram um estudo de genome-wide
association scans (GWAS), no qual buscaram associacdo entre 73 polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNPs) e niveis plasmaticos de adiponectina. Destes 73 SNPs
inicialmente estudados, os 39 mais fortemente associados a adiponectinemia foram
selecionados para replica em 13 795 individuos. A regido do gene ADIPOQ foi
identificada como a principal contribuinte para os niveis plasmaticos de adiponectina,
nao havendo diferenga entre os sexos nesta associac¢ao (HEID et al, 2010).

O polimorfismo 276G>T (rs1501299), localizado no intron 2 deste gene, ja
foi extensamente estudado em diversas populagdes, no entanto os resultados
destas pesquisas se mostram controversos. Alguns estudos associam este SNP a
adiponectinemia, resisténcia a insulina e maior IMC, enquanto outros nao
encontraram tais resultados.

Lu et al (2014), ao realizar uma meta-analise com 2630 individuos obesos e
2781 controles de etnicidade caucasiana ou asiatica, concluiu que o alelo G276 esta
associado a obesidade em individuos caucasianos, mas ndo em asiaticos (LU et al,
2014). Enquanto Tu et al (2014), ao fazer uma meta-analise com esse mesmo
polimorfismo em populagbes caucasiana e leste asiatica encontrou associagao entre
o alelo G276 e diabetes mellitus tipo 2 em asiaticos, mas ndo em caucasianos. Apos
correcdo de Bonferroni a associacdo entre alelo G276 e diabetes mellitus tipo 2 em

asiaticos é perdida no estudo de Tu (TU et al, 2014).
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Bouatia-Naji et al (2006) relataram associacéo (p =0,006) entre o alelo 276T
e obesidade grave (IMC 240) em populacdo caucasiana francesa. Este estudo
também reportou que o alelo esta associado a niveis mais altos de adiponectina
plasmatica em criancas obesas, mas ndo em criancas com peso normal (BOUATIA-
NAJI et al, 2006). Daniele et al (2008), ao estudar uma populacdo do sul da Italia
nao encontrou associacdo entre o alelo 276T e obesidade grave (DANIELE et al,
2008).

15842 K 126,544 te6.845 K 188,848 K |16 550 K I, r=1501299 & § 186,856 K 186,858 K |16 86 K
i

rsF3E3830% 1
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Figura 1 - Estrutura do gene ADIPOQ, locus 327, que consiste em trés éxons e dois

introns. Indicada a localizac¢éo do polimorfismo 276G>T (rs1501299). Fonte: NCBI.

Beebe-Dimmer et al (2010), ao estudar homens adultos afro-americanos da
regido de Michigan encontrou associacdo entre o rs1501299 e obesidade. Individuos
homozigotos para o alelo 276T, possuiam mais que o dobro de chance (OR=2,29)
de serem obesos se comparados a individuos homozigotos para o alelo G276
(BEEBE-DIMMER et al, 2010).

Duran-Gonzalez et al (2011), ao estudar jovens de origem mexicana
residentes em Brownsville (sul do Texas) ndo conseguiu estabelecer associacao
entre o rs1501299 e o IMC, circunferéncia da cintura, glicose, triglicerideos e
resisténcia a insulina (DURAN-GONZALEZ et al, 2011).

Menzaghi et al (2002), ao estudar uma populacao italiana, concluiram que o
alelo G esta em desequilibrio de ligagdo com o alelo T do SNP na posi¢do 45
(rs2241766) do gene ADIPOQ, formando o haplétipo TG, o qual estaria associado a
resisténcia a insulina, obesidade e hipoadiponectinemia, mas ndo ao diabetes. De

acordo com os autores, 0os niveis de adiponectina demonstraram-se independentes
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do IMC e dos niveis de insulina, sugerindo que a presenca de baixos niveis de
adiponectina seria o fator que influenciaria o desenvolvimento da obesidade e
resisténcia a insulina, ndo o oposto. Como ambos os polimorfismos se encontram
em regides ndo codificantes e também nao foram encontrados fatores reguladores
nas regidoes onde estdo localizados, Menzaghi et al também sugerem que estes
sejam marcadores para um terceiro polimorfismo ainda néo identificado (MENZAGHI
et al, 2002). Tu et al 2014, também sugerem que o rs1501299 forme um haplétipo
com 0 rs2241766; em seu estudo o haplétipo seria GG ou TT, sendo o haploétipo GG
associado ao diabetes tipo 2 (TU et al, 2014).

Portanto o SNP 276G>T parece contribuir, em determinadas populacdes,
para o desenvolvimento da forma poligéncia de obesidade, a qual é uma doenca que
reduz a qualidade de vida do individuo obeso e propicia o desenvolvimento de
doencas secundarias, além de acarretar gastos significativos ao sistema de saulde.
Evidencia-se assim a importancia de estudar os fatores que influenciam o
desenvolvimento desta doenca para ampliar a compreensao sobre a obesidade e o
controle de peso e assim serem desenvolvidas formas eficazes de conter o

crescente aumento mundial da obesidade.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 AMOSTRA

Foram incluidos na pesquisa 362 mulheres obesas, residentes em Curitiba e
regido metropolitana que compareceram ao convite feito na midia local, atenderam
aos critérios de inclusdo e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE), sendo que esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica da PUC-PR.

Dos 362 individuos incluidos na pesquisa, 282 compareceram a primeira
etapa de coleta de sangue realizada nos dias 8 e 22 de outubro de 2011. Os
individuos receberam atendimento nutricional individualizado, o qual abrange a
avaliacdo do consumo alimentar, orientacdo dietética e orientagdo sobre a
substituicdo por alimentos equivalentes aos presentes na dieta recomendada. Todos
os atendimentos nutricionais individualizados foram realizados em salas de aula na
PUCPR por graduandos do Curso de Nutricho da PUCPR. As palestras foram
ministradas pela pesquisadora professora nutricionista em salas de aula na PUCPR.

O periodo de intervencao dietética totalizou 7 semanas. Apés esse periodo,
no dia 10 de dezembro de 2011, 185 individuos compareceram para a recoleta de
sangue.

Os individuos nao inclusos, por opc¢ao ou por ndo atenderem aos critérios de
inclusdo, foram encaminhados a fazer acompanhamento nutricional gratuito na
Clinica de Nutricdo da PUCPR.

Como grupo controle nao-obeso foram genotipadas 54 amostras do
Biobanco Alpe. As quais eram mulheres euro-brasileiras com IMC normal, ou seja,
entre 19 e 25.
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51.1. Critérios de Incluséo

Foram adotados os seguintes critérios de inclusdo: idade = 20 anos; sexo
feminino; portadora de obesidade grau | (30<IMC>35) e Il (IMC>35); pré-menopausa

e saude aparente.

51.2. Critérios De Excluséo

Foram excluidas mulheres fumantes, em tratamento dietoterapico ou
medicamentoso para reducdo de peso, portadoras de doenca crbnica néo
controlada, diabetes tipo I, hipotireodismo e/ou doencga renal cronica, ter feito cirurgia
para reducdo de estdbmago, ser vegetariana, nao ter disponibilidade para

comparecer aos encontros na Universidade aos sabados.

5.2 INTERVENCAO ALIMENTAR

A intervencdo dietética com restricdo caldrica, elaborada pela nutricionista
Dr. Louise Farah Saliba, teve duracdo de nove semanas, duas semanas de pré-
intervencao seguidas de sete semanas de intervencéo, sem follow-up.

Os participantes contaram com duas sessdes de orientacdo em grupo na
qual foram instruidos sobre escolhas alimentares saudaves e leitura de rotulos; uma
sessdo sobre atividade fisica que visava esclarecer sobre a pratica de atividade
fisica; e trés sessdes individuais. Sendo que todas estas ocorreram ao longo do
periodo da intervengao.

As sessdes individuais de nutricdo foram realizadas por estudantes de
graduacdo em Nutricdo da PURPR com a supervisdo da nutricionista pesquisadora
responsavel, a qual desenvolveu e aplicou também as sessGes de NutricAo em
grupo. Para a orientacdo dietética individual, foram desenvolvidos modelos de dieta

padronizados,com um déficit calorico de 600 calorias/dia, a partir do protocolo do
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estudo Nutrient-Gene Interactions in Human Obesity: Implications for Dietary
Guidelines (NUGENOB) protocol (http://www.nugenob.org), em conjunto com as
recomendacdes sobre ingestdo de frutas, hortalicas e leguminosas do Guia
Alimentar da Populacdo Brasileira (Brasil., 2008) e recomendac¢des para controle de
peso (Seagle et al., 2009). Os modelos de dieta foram calculados com o software
DietPro, com 1000 kcal até 2200 kcal, com intervalos de 100 kcal entre cada
modelo, totalizando 13 opcdes de calorias. Para cada valor de calorias, foram
calculadas as refeicbes com alimentos padronizados para café-da-manha, almoco,
lanche da tarde e duas opc¢des, também padronizadas, de jantar, como arroz, salada
e frango ou péo, queijo e salada, totalizando 26 modelos de dietas. Para definir o
modelo de dieta prescrito, foi realizado o calculo das necessidades energéticas
(Seagle et al., 2009) com um déficit de 600 kcal, sendo este déficit caldrico, obtido
em maior parte na reducdo de gordura dietética (Seagle et al., 2009), focando 20%,
o valor minimo de ingestdo dietética de gordura para adultos (Barr, 2006). Para
definir entre uma das duas opcdes de jantar, foi identificado o habito alimentar desta
refeicdo previamente registrada no recordatorio alimentar registrado na pré-
intervencdo. Para ampliar as op¢des de alimentos para as participantes do estudo,
foi desenvolvida uma lista de substituicdes com alimentos saudaveis, também
calculada no software DietPro. Para a escolha dos alimentos para compor esta lista

foram priorizados aqueles com maior volume e menor densidade calérica.

5.3 PARAMENTROS ANTROPOTOMETRICOS

Como parametros antropométricos foram coletados os dados de peso,
estatura, circunferéncia da cintura e circunferéncia abdominal. O indice de Massa
Corporal foi utilizado para calcular a adiposidade corporal. Em relagdo a
circunferéncia da cintura, valores >88 cm foram considerados como adiposidade
abdominal. Os dados foram coletados antes do inicio da intervencdo e na 8 #

semana.
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5.4.PARAMENTROS BIOQUIMICOS

Para analise dos parametros bioquimicos foi coletado sangue para realizar
lipidograma (colesterol total, colesterol LDL, colesterol HDL, triglicerideos) e glicemia
de jejum. Os dados foram coletados antes do inicio da intervengdo e na 8 * semana.
Foram considerados os valores para colesterol total, como desejavel: < 200;
limitrofe: 200 a 239; alto: = 240; para LDL, como 6timo: < 100; desejavel: 100 a 129;
limitrofe: 130 a 159; alto: 160 a 189; muito alto: = 190; para HDL, como baixo: < 40;
desejavel: > 60; e para triglicérides, como desejavel: < 150; limitrofe: 150 a 199; alto:
200 a 499; muito alto: = 500.

5.5 EXTRACAO DE DNA

A extracdo de DNA foi realizada pelo método salting out (LAHIRI e
NURNBERGER, 1991) . Foram coletados 10 mL de sangue em EDTA e o creme de
leucécitos, acrescido de suspensao de hemacias, foi estocado a -20C. Desse
material descongelado foi retirado o creme de leucécitos, que foi ressuspendido em
10 mL de TKM1 com a funcéo de solubilizar a membrana das células (Tris-HCI 0,01
M pH 7,6; KCI 0,01 M; MgCI2 0,01 M; EDTA 0,002M) e 125 uL de IGEPAL CA-630
na intengdo de lisar os leucdcitos para liberar o DNA. Apds centrifugar a 2500 rpm
por 20 minutos, o sobrenadante foi desprezado e o volume foi completado
novamente para 10 mL com TKM1. Repetiu-se a centrifugacéo e a ressuspensao em
TKM1 até que o precipitado ficasse bem claro. O precipitado foi ressuspendido
delicadamente e 800 pL de TKM2 (Tris-HCI 0,01 M pH7,6; KCI 0,01 M; MgCI2 0,01
M; EDTA 0,002 M; NaCl 0,4 M) foram adicionados, as amostras foram bem agitadas
e a solucéao transferida para um tubo de 1,5 mL. Foram adicionados 50 uL de SDS
10% e misturado. Incubado em banho-maria a 55°C durante a noite, na intencao de
homogeneizar a amostra. Apos a retirada do banho-maria foram adicionados 300 pL
de NaCl saturado (6 M) e misturado bem. Em seguida, centrifugou-se as amostras a

1200 rpm por 20 minutos, para que as proteinas fiqguessem no precipitado e o DNA
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no sobrenadante; o sobrenadante foi passado para um tubo de ensaio e adicionado
dois volumes de etanol 100%, gelado, o tubo foi tampado com parafilme e invertido
varias vezes (delicadamente) até precipitar o DNA. O DNA foi “pescado” utilizando
micropipeta com ponteira de ponta cortada e colocado em tubo de 1,5 mL. O DNA
obtido foi lavado com etanol 70%, dispensando posteriormente o alcool. Manteve-se
o tubo semi-aberto na estufa a 37°C, até evaporar todo o &lcool. Ressuspendeu-se
0 DNA em 200 uL de tampéao TE (Tris HCI pH8,0 0,01 M e EDTA pH 8,0 0,001 M) e

deixado no banho-maria a 55°C por até 3 dias. O material foi estocado a -20°C.

5.6 GENOTIPAGEM POR TagMAN

Esta metodologia tem como base a atividade exonuclease 5da Taq DNA
polimerase.

As sondas sdo marcadas com duas moléculas diferentes, quencher e
reporter. O quencher localiza-se na extremidade 5’ e o reporter na extremidade 3’.
Enquanto a sonda esté intacta, o quencher absorve a energia emitida pelo repérter.

Se a sonda encontra uma sequéncia complementar ocorre 0 anelamento.
Durante a fase de extenséo a Polimerase Taq, adiciona nucleétidos a partir do DNA
molde e exerce sua atividade exonuclease 5’, removendo a sonda Tagman ®. Isso
separa o quencher do reporter, e permite que o reporter possa emitir sua energia,
que é entdo quantificada pelo equipamento. (APPLIED MATHS)

Sao utilizadas duas sondas diferentes, uma para a forma usual e outra para
a forma variante, que emitem fluorescéncias diferentes, permitindo a identificacdo de
quais alelos o individuo possui.

Para execucao desse método foi quantificada a concentracdo das amostras
de DNA no NanoDrop@ e diluida, se necessario, a 20ng/uL. Em cada pogo da placa
foram adicionados 2uL de DNA; 0,3uL de primer; 4,2u de agua MiliQ e 4uL de
polimerase TagMan.

A fase de anelamento é de 2min a 50°C, seguida de 10 min a 95°C para
desnaturacdo. Seguem-se 50 ciclos compostos de: 15s a 95°C para desnaturagao e
1 min a 62°C para anelamento e extensao. Sendo finalizado por 2 min a 60°C para

deteccéao final do fluoréforo.
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5.7.ANALISE ESTATISTICA

Frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta, e a
comparacdo entre grupos foi feita pelo teste de ¥° assim como o célculo do
equilibrio de Hardy-Weinberg.

Para testar a normalidade da distribuicdo das variaveis analisadas usamos o
teste de Kolmogorov-Smirnov com correcdo de Lilliefors. As comparacbes entre
médias foram feitas por teste-t, para as variaveis com distribuicdo paramétrica, e por
teste de Mann-Whitney para variaveis com distribuicdo ndo paramétrica. Quando as
analises eram pareadas (verificacdo do efeito da intervencao) utilizamos o teste de
Wilcoxon para variaveis dependentes ndo paramétricas.

O valor da mediana dos dados antropométricos e bioquimicos foi obtido para
a aplicacdo de testes comparativos de frequéncias alélicas, entre o grupo abaixo e
acima da mediana. Também foram calculadas as diferencas entre os valores das
variaveis bioguimicas e antropométricas iniciais e apos a intervencao. Frequéncias
alélicas foram calculadas para os individuos que apresentaram diferencas abaixo e
acima da mediana, as quais foram comparadas através do teste de qui-quadrado.

Testes comparativos foram considerados significativos quando p <0,05 (5%).
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RESUMO

Adiponectina € um hormonio proteico expresso exclusivamente no tecido adiposo. No
intron 2 do gene que codifica a adiponectina, ADIPOQ, encontra-se o polimorfismo 276G>T
(rs1501299). O presente trabalho busca investigar a associacdo entre o polimorfismo 276G>T
do gene ADIPOQ e obesidade, avaliando o efeito deste variante na resposta a intervengéo
dietética em mulheres obesas, bem como avaliar a influéncia deste polimorfismo no perfil
lipidico, perda de peso e variaveis antropométricas. Para tanto, 185 mulheres adultas pré
menopausa passaram por uma intervencdo dietética com duracdo de 7 semanas e 0
polimorfismo 276G>T do gene ADIPOQ foi genotipado pelo método TagMan. A intervencao
dietética resultou em diminuicdo do IMC, circunferéncia da cintura e razdo cintura/estatura.
N&o foram encontradas alteracdes em LDL e triglicerideos, embora tenha ocorrido reducéo
significativa do HDL e colesterol total. Portadoras do genotipo GT apresentaram niveis
médios de TG significativamente menores se comparados aos individuos homozigotos para o
alelo comum (GG), e o alelo raro 276T foi mais frequente dentre os individuos que

apresentaram maior reducdo de TG apds a intervencao.

Palavras chave: adiponectina, 276G>T, rs1501299, obesidade, ADIPOQ, intervencéao

dietética.
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1. INTRODUCAO

Adiponectina, horménio proteico de 28kDa (SHERER, 1995), também conhecida como
apM1, Acrp30, GBP28 e AdipoQ, é produzido exclusivamente pelo tecido adiposo
(SHERER; 1995). Tem funcéo autocrina e paracrina, promovendo diferenciacdo e o aumento
da acumulacdo de lipidios em adipdcitos maduros (FU, 2005), e enddcrina, atuando como um
potente sensibilizador a insulina no musculo e no figado, regulando a homeostase energética e
tolerancia a glicose. (BERG, 2001; YAMAUCHI, 2003). Apesar de produzida
exclusivamente pelo tecido adiposo, individuos obesos ou com sobrepeso apresentam niveis
plasmaticos de adiponectina menores que individuos com peso normal (DANIELE, 2008).

Adiponectina é o produto do gene ADIPOQ, locus 3927, entre os marcadores D3S1571
e D3S1580, que consiste em trés éxons e dois introns (TAKAHASHI, 2000). O polimorfismo
276G>T (rs1501299), localizado no intron 2 deste gene, ja foi extensamente estudado em
diversas populacdes e estaria associado aos niveis de adiponectina plasmatica (HEID, 2006;
POLLIN, 2005; HARA, 2002; MENZAGHI, 2002; KYRIAKOU, 2008), resisténcia a
insulina (MENZAGHI, 2002) e obesidade (BEEBE-DIMMER, 2010; BOUATIA-NAJI,
2006; LU, 2014; MENZAGHI, 2002).

O objetivo do presente estudo foi investigar se o polimorfismo 276G>T esta associado a
prevaléncia da obesidade, e concomitantemente, avaliar a influéncia desta variante na resposta

a intervencdo dietética personalizada.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Intervencdo Alimentar

A intervencao dietética com restricdo calorica teve duracdo de nove semanas, duas
semanas de pré-intervencao seguidas de sete semanas de intervencgdo, sem follow-up.

As participantes contaram com duas sessfes de orientacdo em grupo; uma sessao sobre
atividade fisica; e trés sessdes individuais. Foram desenvolvidos modelos de dieta
padronizados,com um deficit calorico de 600 calorias/dia, variando entre 1000 kcal até 2200
kcal. a partir do protocolo do estudo Nutrient-Gene Interactions in Human Obesity:
Implications for Dietary Guidelines (NUGENOB) protocol (http://www.nugenob.org), do
Guia Alimentar da Populacdo Brasileira (Brasil., 2008) e recomendacfes da American
Dietetic Association's para controle de peso (Seagle et al., 2009). Para mais detalhes sobre a

intervencdo dietética consulte Saliba et al (2014).

2.2. Amostra

Foram incluidas na pesquisa 362 mulheres obesas pré-menopausa, residentes em
Curitiba e regido metropolitana, que compareceram ao convite feito na midia local, atenderam
aos critérios de inclusdo e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).
Critérios de inclusdo: idade > 20 anos, sexo feminino, portadora de obesidade grau I
(30<IMC>35) e Il (IMC>35), saude aparente. Critérios de exclusdo: mulheres fumantes, em
tratamento dietoterdpico ou medicamentoso para reducdo de peso, portadoras de doenca
crénica ndo controlada, diabetes tipo I, hipotireodismo e/ou doenca renal cronica, cirurgia
para reducdo de estdmago, ser vegetariana. Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Pontificia Universidade Catolica do Parana (parecer

numero 0005306/11).
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Dos 362 individuos incluidos na pesquisa, 185 efetivamente concluiram a intervencao
dietética. Como grupo controle ndo-obeso, foram genotipadas 54 amostras de doadoras de

sangue de Curitiba/PR, constituida por mulheres euro-brasileiras com IMC entre 19 e 25.

2.3. Paramentros Antropotométricos e Bioquimicos
Amostras de sangue foram coletados antes do inicio da intervencéo e na 8 * semana para
analise de colesterol total (CT), colesterol LDL (LDL-C), colesterol HDL (HDL-C) e
triglicerideos (TG). Foram medidos peso (Kg), estatura (m), circunferéncia da cintura (cm) e
circunferéncia abdominal (cm) antes do inicio da intervencdo e na 8  semana. O indice de
Massa Corporal (IMC) (kg/m?) foi utilizado para calcular a adiposidade corporal (mulheres

com IMC=>30 foram inclusas no estudo).

2.4. Extracdo de DNA e Genotipagem
A extracdo de DNA foi realizada pelo método salting out a partir de leucdcitos do
sangue periférico, como descrito previamente por Lahiri e Nurnberger (1991). A genotipagem
foi conduzida pelo método TagMan® SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems),
utilizando o equipamento Mastercycler Realplex 2. O programa de PCR consistiu em 2min a

50°C, seguido de 10 min a 95°C, 50 ciclos compostos de 15s a 95°C e 1 min a 62°C.

2.5. Andlise estatistica
Frequéncias alélicas e genotipicas foram obtidas por contagem direta e a comparacao
entre grupos foi feita pelo teste de 2, assim como o célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg.
Para testar a normalidade da distribuicdo das variaveis analisadas usamos o teste de
Kolmogorov-Smirnov com correcdo de Lilliefors. As comparagdes entre médias foram feitas

por teste-t, para as variaveis com distribuicdo paramétrica, e por teste de Mann-Whitney para
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varidveis com com distribuicdo ndo paramétrica. Quando as andlises eram pareadas
(verificacdo do efeito da intervencdo) utilizamos o teste de Wilcoxon para variaveis
dependentes ndo paramétricas e teste-t pareado para variaveis parametricas.

O valor da mediana dos dados antropométricos e bioquimicos foi obtida para a
aplicacdo de testes comparativos de frequéncias alélicas, entre o grupo abaixo e acima da
mediana. Também foram calculadas as diferencas entre os valores das variaveis bioquimicas e
antropomeétricas iniciais e apos a intervencdo. Frequéncias alélicas foram calculadas para os
individuos que apresentaram diferencas abaixo e acima da mediana, as quais foram
comparadas atraves do teste de qui-quadrado.

Testes comparativos foram considerados significativos quando p <0,05 (5%).
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3. RESULTADOS

Este estudo verificou o efeito do polimorfismo 276G>T do gene ADIPOQ em resposta a
uma intervencdo dietética, aplicada em uma amostra composta por mulheres pré-menopausa
obesas. Efeitos significativos foram encontrados quanto a eficacia da intervencdo, bem como
a influéncia do polimorfismo nesse contexto.

Foram genotipadas amostras de 185 mulheres para 0 SNP 276G>T genotipado. As
frequéncias alélicas e genotipicas estdo demonstradas nas tabelas 1 e 2, respectivamente. Para
verificar se determinado alelo e/ou genotipo desse SNP € mais frequente entre as mulheres
obesas da nossa amostra, comparamos suas respectivas frequéncias com as encontradas em
um grupo de 54 mulheres com peso normal, considerado um grupo controle (Tabela 1 e 2).
Ndo foram encontradas diferencas entre a frequéncia alélica (p=0,7683) ou distribuicdo
genotipica (p=0.1721) entre os dois grupos, demonstrando que o alelo T276 ndo esta
associado a incidéncia da obesidade nesta populacdo. Ambas as populacbes se encontram em
equilibrio de Hardy-Weinberg.

A intervencdo dietética se mostrou eficaz na perda de peso e reducdo de medidas,
diminuindo significativamente o peso (p<0,0001), IMC (p<0,0001), circunferéncia da cintura
(p<0,0001) e razdo cintura/altura (p<0,0001). Embora a intervencdo tenha reduzido o
colesterol total de maneira significativa (p=0,01), ela ndo foi eficaz na melhora do perfil
lipidico, ndo alterando significativamente triglicerideos e LDL (p>0.05), trazendo ainda um
efeito indesejado, a diminuicdo do HDL (p<0,0001) (Tabela 3).

As médias dos parametros antropométricos (Tabela 4) e bioguimicos (Tabela 5) foram
comparadas entre os portadores do alelo raro T276 e os ndo portadores deste alelo
(homozigotos para o alelo G276), tanto antes da intervencdo quanto ap0s. Ndo houve
diferenga significativa nas médias das variaveis analisadas entre portadores e ndo portadores

do alelo T276 antes ou depois da intervencédo dietética. Nota-se apenas que, inicialmente, os
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portadores do alelo T276 apresentaram tendéncia estatistica (p=0,09) a menor média de IMC
se comparado a média dos individuos homozigotos para o alelo comum, entretanto apos a
intervencao essa tendéncia nao pode mais ser observada (Tabela 4), sugerindo que os fatores
ambientais se sobrepuseram a influéncia genética.

Para avaliar ainda o efeito do SNP 276G>T sobre os marcadores de obesidade
investigados, foi obtida a mediana de cada paramentro e dois grupos foram formados:
individuos que apresentaram valores das variaveis abaixo, e individuos com valores acima da
mediana. As frequéncias alélicas entre esses dois grupos foram comparadas, antes da
intervencdo (Tabela 6) e ap6s (Tabela 7). Ndo houve diferenca nas frequéncias alélicas entre
0S grupos acima e abaixo da mediana antes, nem depois da intervencao.

As médias das variaveis estudadas foram comparadas duas a duas, entre o0s trés
possiveis gendtipos do SNP 276G>T, no grupo com valores abaixo, e no grupo com valores
acima da mediana antes da intervencdo. Entre os individuos com valores iniciais acima da
mediana, os heterozigotos (GT) apresentaram niveis médios significativamente menores de
TG comparados aos individuos homozigotos para o alelo comum (GG) (p=0,0473), sendo que
entre os individuos com valores iniciais abaixo da mediana encontramos resultado
semelhante, porém com tendéncia estatistica apenas (p=0,0597) (Tabela 8). Para esse mesmo
teste as outras variaveis ndo apresentaram resultados significativos (p>0.05) (dados néo
mostrados).

Ja ao analisar o efeito do SNP sobre a resposta a intervencao, através da comparacao das
frequéncias alélicas do grupo acima e abaixo da mediana das diferengas (antes-depois da
intervencgdo) entre os valores das variaveis, encontramos que o alelo T276 foi mais frequente
em individuos acima da mediana, demonstrando que esse alelo foi mais frequente entre as
mulheres que apresentaram maior redugéo nos niveis sericos de colesterol total (p=0,0437)

em resposta a intervencao dietética (Tabela 9).



31

4. DISCUSSAO

A intervencao dietética aplicada nas mulheres obesas participantes do estudo foi efetiva
na reducao da adiposidade. Esse resultado foi representado através da diminuicao significativa
do peso, cincunferéncia da cintura e da razéo cintura/altura. Tais melhorias representam um
importante ganho para a saude e qualidade de vida dessas mulheres, tendo em vista que
medidas de cintura elevadas sdo indicativos de depositos de gordura visceral, 0 que aumenta o
risco para doengas cronicas (REXRODE, 1998; LAPIDUS, 1984). Mesmo com a reducéo de
quatro centimetros de cintura as mulheres nao atingiram o limiar de valores recomendados
(abaixo de 80 cm), possivelmente a intervencao dietética combinada a intervencdo fisica seria
mais eficaz na reducdo dessa medida.

Embora as participantes se enquadrassem em um perfil de obesidade segundo as
medidas de IMC, elas possuiam um perfil lipidico normal desde o inicio da intervencéo,
apresentando valores de LDL-C, HDL-C, TG e CT dentro dos niveis desejados. Apesar de ter
ocorrido diminuicdo significativa nos niveis de HDL-C, este pardmetro também permaneceu
dentro do limiar considerado desejavel, sendo que esse efeito foi semelhante ao observado por
Thompson et al. (1979) e Aicher et al (2012) que também obtiveram reducdo nos valores de
HDL-C ap0s a perda de peso por intervencdo dietética. O aumento dos valores de HDL-C, o
que acarreta em importante fator cardioprotetivo (GORDON, 1989), € mais frequentemente
observado em estudos que aplicam intervencdes fisicas (VARADY, 2011; WILLIAMS, 1983;
WILLIAMS, 1990). Williams et al. (1983) concluiram que a perda de peso associada a
exercicio e fortemente associada ao aumento de HDL, no entanto perda de peso na auséncia
de exercicio ndo necessariamente acarreta mudancas nas concentragdes plasmaticas de HDL-
C, provavelmente devido a diferencas nos processos fisiologicos que acompanham a perda de
peso através de exercicio, e através da restricdo dietética apenas. Apesar das intervencdes

dietéticas parecem ndo mostrar alteracdo em HDL durante o periodo de ativa perda de peso
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(WOLF and GRUNDY, 1983; ZIMMERMAN, 1984) ou ainda mostar uma diminui¢cdo dos
niveis séricos desta lipoproteina (THOMPSON,1979; AICHER, 2012), estudos que contam
com follow up demonstram que com a estabilizacdo do peso corporal um aumento
significativo na concentracdo de HDL se torna evidente (THOMPSON,1979; WOLF and
GRUNDY, 1983; ZIMMERMAN, 1984).

Tendo em vista o importante papel da adiponectina nos contextos de obesidade,
sindrome metabolica e dislipidemias, este trabalho contou com a avaliacdo da influéncia do
polimorfismo 276G>T em relacdo as mudancas nas variaveis bioguimicas e antropométricas
analisadas, frente a intervencao dietética aplicada.

NOs mostramos que entre os individuos que apresentaram valores de TG acima da
mediana antes da intervencdo, os portadores do genotipo GT apresentam niveis de
triglicerideos menores que os individuos portadores do gendtipo GG, conferindo aos
portadores do gendtipo heterozigoto um efeito protetor. Quanto a influéncia do polimorfismo
nos efeitos da intervencdo, encontramos que o alelo 276T foi mais frequente entre as mulheres
que apresentaram maior reducdo nos niveis de CT. Estudos associaram o alelo 276T a maiores
niveis de adiponectina (HEID, 2006; POLLIN, 2005; HARA, 2002; MENZAGHI, 2002;
KYRIAKOU, 2008). Por outro lado, baixas concentragdes deste hormonio foram associados a
aumento dos triglicerideos (CHAN, 2005; SAIKI, 2007) e também a diminui¢&o da atividade
e concentragdo da LPL (lipase lipoproteica) (EYNATTEN, 2004; SAIKI, 2007) e ao aumento
de apo-B48, VLDL, remanescentes de colesterol e apoC-111 (CHAN; 2005).

Embora nédo se tenha certeza da relacdo direta entre baixos niveis de adiponectina e a
ocorréncia de dislipidemias (LARA-CASTRO, 2007; GABLE, 2006; HEID, 2006) , sabe-se
que a adiponectina atua sobre o metabolismo lipidico atraves da ativagdo de multiplas vias

celulares que culminam na modulacéo de enzimas chave da producéo das lipoproteinas, como



33

é 0 caso da (LPL) e lipase hepatica (LH) (LARA-CASTRO, 2007), além de uma ampla gama
de interacGes que conferem a adiponectina uma atuacao bastante complexa e sistémca.

Os triglicerideos séo hidrolizados nos quilomicrons e VLDL pela LPL, dando origem as
lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL), uma parcela da IDL é removida pelo figado,
mas grande parte sofre nova hiddlise de triglicerideos pela LH, sendo a partir dai convertida
em LDL-C (KERSTEN, 2014). Niveis elevados de adiponectina aumentam a expressao e
atividade da LPL, aumentando dessa forma a hidrolise das VLDLs, e indiretamente
diminuindo os niveis de TG circulantes (QIAO, 2008; COMBS, 2004; EYNATTEN, 2004;
VRIES, 2005), o que também acarreta na diminuicdo do colesterol total. Além disso,
resultados de Neumeier et al (2006) levam a crer que em humanos a adiponectina pode
influenciar também a sintese de particulas ricas em triglicerideos. Ao estudar hepatocitos
humanos expostos a adiponectina de alto peso molecular eles observaram a diminuicdo da
secrecdo de ApoB e ApoE, indicando uma possivel diminuicdo da liberacdo de VLDL do
figado.  Portanto, baixas concentracbes de triglicerideos podem ser explicadas pela
diminuicdo da sintese de VLDL e aumento da atividade da LPL que leva ao aumento do
catabolismo de quilomicrons e particulas de VLDL.

Alguns fatores podem ter desempenhado papel limitante em nosso—estudo, como o
tamanho amostral pequeno, que pode nédo ter permitido a visualizagdo de outros resultados
relevantes. Estudos funcionais, correlacionando o polimorfismo genético aos niveis
circulantes da proteina sdo também necessarios para elucidar as questdes levantadas.

Em concluséo foi possivel estabelecer que sete semanas com restricdo de 600 calorias
se mostrou eficaz na diminuicdo da gordura corpérea, mas nao na alteracdo do perfil lipidico
das mulheres obesas do nosso estudo. Além disso, sugerimos que o polimorfismo 276G>T do
gene ADIPOQ pode ter influenciado o metabolismo lipidico, uma vez que foi verificado

efeito protetor do gendtipo heterozigoto (GT) quanto aos niveis de triglicerideos, bem como a
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frequéncia elevada do alelo 276T entre as mulheres que apresentaram maior reducdo nos

niveis de CT.
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Tabela 1 - Frequéncias alélicas (% desvio padrdo) do polimorfismo 276G>T do gene

ADIPOQ em mulheres obesas e em um grupo controle de individuos ndo obesos, e sua

comparacéo (p).

Obesas Controle
T 30%+0,023 31%+0,044
G 70%+0,023 68%+0,044

x?= 0,195481; p=0,7683

Tabela 2 - Distribuicdo genotipica (%) da variante 276G>T do gene ADIPOQ em mulheres

obesas pré menopausa e no grupo controle de individuos ndo obesos, e sua comparacao (p).

Obesas Controle
GG 45,4% 48%
TG 49,2% 41%
1T 5,4% 11%

x?=3,519062699; p=0.1721
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Tabela 3 — Comparacéo (p) das médias (xDP) das varidveis antropométricas e bioquimicas

antes (média pré) e depois (média pds) da intervencéo dietética.

(n) MEDIA PRE MEDIA POS p
Peso (kg) 135 90,70+14,7  88,34+14,7 <0,0001
Cintura (cm) 132 95,73+9,9 91,73+11,1 <0,0001
IMC (kg)/(m2) 135 35,04+53  34,12+53 <0,0001
Razdo cintura/altura 132 0,595+0,06  0,570+0,07 <0,0001
HDL (mg/dl) 131 52,30+12,8  47,75£11,0 <0,0001
LDL (mg/dl) 136 112,59+30,1 111,65+28,9 0,5
Colesterol Total (mg/dl) 136 192,55+37,0 188,11+35,2 0,01*
Triglicerideos (mg/dl) 134 138,77+62,4 143,50+74,4 0,91
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Tabela 4 — Comparacdo (p) das médias (xDP) das varidveis antropomeétricas entre portadoras
do alelo raro 276T (GT+TT) e homozigotas para o alelo usual 276G (GG), em mulheres

obesas antes e depois da intervencdo dietética com restricdo calorica.

ANTES DEPOIS
, GT+TT GG GT+TT GG

VARIAVEIS (1=38) n=48) P (n=39) =47y P

IMC (kg)/(m?) 34,45:54 3524%50 009* 3351356  34,380+4,98 0,28

Cincunferéncia da cintura (cm) 94,53+10,1 96,43+10,2 0,29 91,997+12,74 93,877+12,18 0,5

Razao cintura/altura 58,28459  60,06£7,0 0,16 56,489+7,64 58,07+7,69 0,43

Tabela 5 - Comparacdo (p) das médias (xDP) das variaveis bioquimicas estudas entre
portadoras do alelo raro 276T (GT+TT) e homozigotas para o alelo usual 276G (GG), em

mulheres obesas antes e depois da intervencao dietética com restri¢do caldrica.

ANTES DEPOIS
) GT+TT GG GT+TT GG
VARIAVEIS (n=55) (n=61) p (n=40) (n=47) p

CT (mg/dl)  194,38+37,9 192,13+38,3 0,75  197,77+39,1 187,93+292 0,18

TG (mg/dl)  145,76+88,6 136,11+58,1 0,54 146,62+75,2 148,38+80,1 0,77

HDL-C (mg/dl) 51,78+12,4 53,03+14,1 0,55 49,60+10,8 47,59+11,3 0,28

LDL-C (mg/dl) 113,13+29,4 111,87+30,0 0,94 118,85+30,9 110,66+24,9 0,19
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Tabela 6- Frequéncia dos alelos G276 e 276T (+ DP) observadas nos grupos acima e abaixo

da mediana, obtida das varidveis estudadas antes da intervencg&o dietética.

PRE-INTERVENCAO DIETETICA

ABAIXO DA MEDIANA

ACIMA DA MEDIANA

Freq = DP Freq = DP Freq = DP Freqx D p
Variaveis Mediana
Alelo G276 Alelo T276 Alelo G276 Alelo T276

IMC (kg)/(m?) 33,91 0,73+ 0,01 0,26£001  0,650,02 0,35£0,02 0,155
Ci”C“”feré(r(‘:‘r::S‘ dacintura g3 4 0,7240,01 0274001  0,65%0,02 0,340,02 0,229
Razdo cintura/altura 0,58 0,73£0,01 0,26£0,01  0,6420,02 0,35£0,02 0,127
HDL-C (mg/dl) 50 0,740,01 0,3£0,01 0,71+0,01 0,28£0,01 0,769
LDL-C (mg/dl) 109,8 0,7240,01 0,2740,01  0,690,01 0,30£0,01 0,592
TG (mg/dI) 131 0,7240,01 0274001  0,68+0,01 0,31#0,01 0,442
CT (mg/dI) 187 0,71+0,01 0,28£0,01  0,690,01 0,30£0,01 0,659
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Tabela 7- Frequéncia dos alelos G276 e 276T (+ DP) observadas nos grupos acima e abaixo

da mediana, obtida das variaveis estudadas apds a intervencdo dietética.

POS-INTERVENCAO DIETETICA

ABAIXO DA MEDIANA ACIMA DA MEDIANA

Freq + DP Freq + DP Freq + DP Freq + DP p
Variaveis Mediana
Alelo G276  Alelo T276 Alelo G276 Alelo T276

IMC (kg)/(m2) 32,95 0,73t001  026£001  0,65:0,02  0,34%0,02 0,151
C"C“”feré(”c‘;ig da cintura 90,5 0,71#001 028001  0,67:0,01  0,32#0,01 0,543
Razdo cintura/altura 0,56 0,71#001 028001  0,67:0,01  0,32#0,01 0,468
HDL-C (mg/dI) 46 0674001 0324001  0,73:0,01  0,26:0,01 0,289
LDL-C (mg/dI) 110,7 0,65£002  0,34%0,02  0,74+0,01 025001 0,132
TG (mg/dI) 123 0,72¢20,01  0,27+0,01  0,68+001  0,31+0,01 0,538
CT (mg/dl) 188 0674002 0324002  0,72¢0,01 0274001 0,367
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Tabela 8 — Comparacéo (p) das médias dos niveis plasmaticos de triglicerideos (média£DP)
entre as portadoras dos trés possiveis gendtipos da variante 276G>T, comparadas duas a duas,
no grupo que apresentou valores de TG abaixo, e no grupo com valores de TG acima da

mediana antes da intervencao.

TRIGLICERIDEOS (TG)

ABAIXO DA MEDIANA ACIMA DA MEDIANA
GT TT GG GT TT
p
(n=43) (n=43) (n=3) (n=37) (n=44) (n=5)
97,09+19,2 89,02+19,2 0,0597*  204,75+96,6 170.84+43)5 0,0473*
97,09+19,2 96,33+27,7 0,9489 204,75+96,6 181,40+34,3 0,9245
89,02+19,2 96,33+27,7 0,5505 170.84+43 5 181,40+34,3 0,2786

Mediana= 131mg/dl
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Tabela 9 — Comparacédo (p) das frequéncias dos alelos G276 e 276T (+ DP) observadas nos
grupos abaixo e acima da mediana (mediana obtida das diferencas das variaveis:

valores/niveis iniciais — valores/niveis finais) para a resposta a intervencao dietética.

DIFERENCA (PRE-POS INTERVENCAO) DOS VALORES DAS VARIAVEIS

ABAIXO DA MEDIANA ACIMA DA MEDIANA

Freq £ DP Freq = DP Freq = DP Freq £ DP p
Variaveis Mediana
Alelo G276  Alelo T276  Alelo G276  Alelo T276

IMC (kg)/(m?) 0,842 0,7240,01  0,274#0,01  0,66+0,02 0,33+0,02 0 ,2967
Peso (kg) 2,25 0,72+0,01 0,27+0,01 0,66+0,02 0,33x0,02 00,2967
C"C””feré&% da cintura 4 0,71#0,01  0,28£001  0,66:0,02 0,330,002 0,3871

HDL-C (mg/dl) 4 0,70+0,01 0,29+0,01 0,70+£0,01  0,29%0,01 1
LDL-C (mg/dl) 14 0,74+0,01 0,25%0,01 0,66+0,02 0,33x0,02 00,1604
TG (mg/dl) 0,5 0,69+0,01 0,30+0,01 0,71+0,01 0,28+0,01 00,6553
CT (mg/dl) 4,5 0,76x0,01 0,23+£0,01 0,644+0,02 0,355%£0,02 0,0437*
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7 CONCLUSAO

O objetivo deste trabalho foi investigar se ha associacdo entre o variante
G276T do gene ADIPOQ e a obesidade em mulheres adultas pré-menopausa da
regido metropolitana de Curitiba e também avaliar o efeito deste variante na
resposta a intervencdo dietética com restricdo caldrica que teve duracdo de 7
semanas.

Com base no trabalho realizado, conclui-se que o polimorfismo 276G>T néo
esta associado a prevaléncia de obesidade em mulheres adultas pré-menopausa da
regido metropolitana de Curitiba e também ndo influenciou em parametros
antropométricos e bioquimicos. No entanto, o alelo 276T parece propiciar a reducéo
do colesterol apdés uma intervencao dietética com restricao cal6rica e individuos que
possuem o0 genétipo GT, dentro do grupo que apresentou triglicerinemia mais

elevada, parecem apresentar niveis de triglicerideos mais baixos que os demais.
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