UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

MAYZA DALCIN TEIXEIRA

ESTUDO DA ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS DOS GENES FTO, ABCAL1,
ABCA7 E ABCG1 COM MARCADORES DE OBESIDADE E PERFIL LIPIDICO EM
MULHERES OBESAS

CURITIBA
2017



MAYZA DALCIN TEIXEIRA

ESTUDO DA ASSOCIACAO DE POLIMORFISMOS DOS GENES FTO, ABCA1,
ABCA7 E ABCG1 COM MARCADORES DE OBESIDADE E PERFIL LIPIDICO EM
MULHERES OBESAS

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pds Graduacao em Genética,
Departamento de Genética, Setor de
Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal do Parani, como parte das
exigéncias para obtencdo do titulo de

Mestra em Genética.

Orientadora: Prof2. Dra. Lupe Furtado-Alle

Coorientadora: Dr2 Luciane Viater Tureck

CURITIBA
2017



o

e il O MINISTERIO DA EDUCACAO &R %

........ RS UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA o
U #&; SETOR DE CIENCIAS BIOLOGICAS GEN E-n(; A
=l 4 : :

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA

P . PP EN U PR
i ’ F P R CENTRO POLITECNICO - JARDIM DAS AMERICAS - CAIXA / g G
POSTAL 19071 - CEP 81531-990 - CTBA, BRASIL 41 3361 1587 |/

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA PPG-GEN@UFPR.BR

PARECER

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduagdo em Genética da Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a
arguicdo da dissertagdo de mestrado de MAYZA DALCIN TEIXEIRA, intitulada: “Estudo da
associagdo de polimorfismos dos genes FTO, ABCAI, ABCA7 ¢ ABCGI com marcadores de
obesidade e perfil lipidico em mulheres obesas”, ap6s terem inquirido a aluna e realizado a avaliag¢do
do trabalho, sdo de parecer pela sua APRo Viqq

Curitiba, 31 de margo de 2017

Dedto Jaquelme Carvalho de Oliveira
Membro Titular

ey

Doutora Meire Silva Batistela
Membro Titular

Doutora Lu§ Furtado Alle

Presidente



Aos meus pais.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco aos meus pais, Paulo e Auria, a quem dedico este
trabalho. Me ensinam tanto, me incentivam a seguir meus sonhos, me mostraram o
melhor caminho e sempre acreditaram em mim. Obrigada por sempre me apoiarem
e darem todo o tipo de suporte que precisei. Meu irmao Leonardo que, do seu jeito,
também sempre me incentivou, obrigada pela parceria! Agradeco também os demais
familiares, em especial meu nono Nelson e minha nona Iva, por sempre se

orgulharem das conquistas dos netos.

Agradeco a minha fiel companheira de laboratério Gabrielle, pela paciéncia e
por tantos ensinamentos. Por me aguentar nos fins de semana, com as duavidas
mais basicas. Essa dissertagcdo ndo seria a mesma sem vocé na minha vida. Da
mesma forma, agradeco a minha co-orientadora Luciane, por toda amizade,
paciéncia e exigéncia! Com certeza cresci muito cientificamente e este trabalho se
deve a toda a ajuda que vocé me deu. Serei grata eternamente! As demais amigas
do Laboratoério de Polimorfismos, em especial a Carla, Meire, Mabi, Sari e Nicoli,
obrigada por todos os momentos de descontracdo e pela amizade. Aos demais
amigos que fiz em Curitiba, principalmente a Carolini e a Erika, que me deram um lar
sem nem me conhecer! Vou levar vocés para sempre no meu coracdo! E ao
Eduardo que me tranquilizou nos momentos mais tensos, me incentivou, me fez

pensar diferente e sempre acreditou na minha capacidade. Obrigada!

Agradeco a minha orientadora, Lupe, pela confianca e pela oportunidade de
mostrar 0 meu potencial ao me aceitar como orientada. Além disso, agradeco

também pela oportunidade de aprendizagem que tive nesses dois anos.

E, por fim, agradeco ao Programa de Pd4s-Graduacdo em Genética pela
oportunidade e a CAPES pelo apoio financeiro para desenvolver este trabalho e

possibilitar a realizacao deste sonho.



“A compreensao humana ndo é um exame desinteressado, mas recebe infusdes da
vontade e dos afetos; disso se originam as ciéncias que podem ser chamadas de
“ciéncias conforme as nossas vontades”. Pois um homem acredita mais facilmente
no que gostaria que fosse verdade. Assim, ele rejeita coisas dificeis pela
impaciéncia de pesquisar; coisas sensatas, porque diminuem a esperanca; as coisas
mais profundas da natureza, por supersticédo; a luz da experiéncia, por arrogancia e
orgulho; coisas que ndo sdo comumente aceitas, por deferéncia a opinidao do vulgo.
Em suma, inUmeras sdo as maneiras, e as vezes imperceptiveis, pelas quais 0s
afetos colorem e contaminam o entendimento. ”

Francis Bacon, Novum organon (1620)



RESUMO

A maioria dos casos de obesidade e de dislipidemias possui origem complexa, pois
€ resultante da interacao entre fatores genéticos e ambientais. Diversos genes tém
sido relacionados com a susceptibilidade a estas doencas, incluindo variantes
alélicas dos genes FTO, ABCAL, ABCA7 e ABCGL1. Desse modo, o0 objetivo deste
trabalho foi verificar se ha influéncia de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs)
destes genes em variaveis relacionadas a obesidade e ao perfil lipidico em mulheres
obesas e avaliar o efeito destes SNPs na mudanca destas varidveis em resposta a
uma dieta de restricdo caldrica. Para isso, foi coletado sangue de 211 mulheres
obesas para andlises bioquimicas (niveis de triglicerideos — TG, colesterol total —
CT, HDL-c, LDL-c e VLDL) e genotipicas, além de medidas antropométricas (indice
de massa corporal — IMC, circunferéncia da cintura — CC, e circunferéncia abdominal
— CA), antes e depois de uma dieta com reducéo de 600Kcal por dia. As amostras
foram genotipadas por ensaio de discriminacéo alélica TagMan® e posteriormente
foram feitas andlises estatisticas. Como resultado, as mulheres portadoras do alelo
A do SNP rs9939609 (FTO) apresentaram uma menor reducao de CA e maior
reducado dos niveis de HDL-c em resposta a dieta. As portadoras do alelo A do SNP
rs1800977 (ABCAL1) perderam menos IMC apds a intervencdo do que as néo
portadoras. As portadoras do gendtipo TT do SNP rs2230806 (ABCAL) reduziram
mais seus niveis de CT em resposta a dieta do que as portadoras do genétipo GG.
Além disso, o alelo T foi mais frequente que o alelo C no grupo de mulheres com
niveis de HDL-c maiores e niveis de LDL-c menores. As portadoras do gendtipo GG
do SNP rs2279796 (ABCA7) apresentaram niveis de CT e LDL-c maiores. Além
disso, o alelo G foi mais frequente no grupo de mulheres com nivel de CT e LDL-c
maiores. Na resposta a intervencao dietética, as portadoras do genoétipo GG
aumentaram os niveis de TG e VLDL. As portadoras do alelo G do SNP rs692383
(ABCG1) apresentaram IMC maior, menor reducao da CA em resposta a dieta e, em
contrapartida, niveis de TG e VLDL menores e uma redu¢cdo menor nos niveis de
HDL-c. As portadoras do alelo A do SNP rs3827225 (ABCGL1) tiveram uma maior
reducdo de CA que as ndo portadoras, porém apresentaram um aumento maior nos
niveis de LDL-c apds a intervencédo dietética. Esses resultados sdo indicativos de
gue possivelmente o alelo T do SNP rs2230806 (ABCA1) esta associado com o
efeito de protecdo contra doencas cardiovasculares, pelos seus efeitos nos niveis de
lipideos séricos. Outrossim, o alelo G do SNP rs2279796 (ABCA7) pode estar
conferindo um risco para doencas cardiovasculares, assim como o alelo A do SNP
rs9939609 (FTO) sobre uma maior dificuldade em reduzir a CA e pela maior perda
de HDL-c.

Palavras-chave: Obesidade. Mulheres obesas. Intervencéo dietética. Perfil lipidico.

Gene FTO. Transportadores ABC. Estudo de associacao.



ABSTRACT

Obesity and dyslipidemias, in the majority of cases, have complex origin, as they
result from the interaction between genetic and environmental factors. Many genes
have been related to the susceptibility for these diseases, including FTO, ABCAL,
ABCA7 and ABCG1 gene variants. Thus, the aim of this study was to verify if single
nucleotide polymorphisms (SNPs) of these genes influence variables related to
obesity and lipid profile in obese women and evaluate the effect of these SNPs in the
variation of the variables in response to a calorie restriction diet. Thereunto, blood of
211 obese women was collected for biochemical (triglycerides — TG, total cholesterol
—TC, HDL-c, LDL-c and VLDL levels) and genotypic analyses, besides
anthropometric measures (body mass index — BMI, waist circumference — WC and
abdominal circumference — AC), before and after a dietetic intervention with
reduction of 600kcal per day. The samples were genotyped by allelic discrimination
assay TagMan® and analyzed statistically. As result, women carrying rs9939609
SNP (FTO) allele A had a lower AC reduction and a greater reduction of HDL-c levels
in response to diet. A allele carriers of rs1800977 SNP (ABCAL) lost less BMI after
intervention than non-carriers. TT genotype carriers of rs2230806 SNP (ABCA1)
reduced more their TC levels than GG genotype carriers in response to diet. In
addition, the T allele was more frequent than C allele in the group of women with
higher HDL-c levels and lower LDL-c levels. GG genotype carriers of rs2279796 SNP
(ABCAY7) had higher TC and LDL-c levels. In addition, the G allele was more frequent
in the group of women with higher TC and LDL-c levels. In response to dietary
intervention, GG genotype carriers increased TG and VLDL levels. G allele carriers of
rs692383 SNP (ABCG1) had higher BMI and lower AC reduction in response to diet
but, on the other hand, lower TG and VLDL levels and a lower reduction in HDL-c
levels. A allele carriers of SNP rs3827225 SNP (ABCG1) had a greater reduction in
AC than non-carriers, but they had a higher increase in LDL-c levels after dietary
intervention. These results are indicative that possibly T allele of rs2230806 SNP
(ABCAL) is associated with the protective effect against cardiovascular diseases by
their effects on serum lipid levels. In addition, the G allele of rs2279796 SNP
(ABCAT7) possibly is conferring a risk for cardiovascular diseases, as well as the A
allele of rs9939609 SNP (FTO) on a greater difficulty in reducing AC and the greater
loss of HDL-c.

Keywords: Obesity. Obese women. Dietetic intervention. Lipid profile. FTO gene.

ABC transporters. Association study.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é, frequentemente, uma doenca de origem complexa, resultante
da interacdo entre fatores genéticos e ambientais, caracterizada pelo depdésito
excessivo de gordura corporal, devido, principalmente, ao desequilibrio entre a
ingestdo e o gasto de energia (HENI et al., 2014). O indice de massa corporal (IMC)
€ 0 método mais utilizado para seu diagnostico (WHO, 2015).

Diversos genes e variantes alélicas especificas tém sido relacionadas com a
susceptibilidade a obesidade, entre essas, variantes do gene FTO (fat-mass and
obesity associated) ja foram associadas ao aumento de peso (QI et al., 2008). Sabe-
se pouco sobre o papel fisiolégico do produto codificado por esse gene, mas sua
semelhanca com a enzima AlkB de Escherichia coli sugere que a proteina FTO atua
como agente desmetilante de DNA (FAWCETT et al., 2010). Neste sentido, FTO
pode estar regulando a expressdo de genes envolvidos no metabolismo, e uma
desregulacéo nesse processo pode levar a obesidade.

A obesidade pode desencadear um desequilibrio no metabolismo energético,
levando ao desenvolvimento da resisténcia insulinica, intolerédncia a glicose e
dislipidemias (MARCELIN & CHUA, 2010). As dislipidemias sao caracterizadas por
niveis anormais de lipoproteinas, e constituem importantes fatores de risco para
doencas cardiovasculares (XAVIER et al., 2013). Frequentemente, mas nao
necessariamente, as dislipidemias estdo associadas a obesidade, sendo que sua
etiologia também é na maioria das vezes complexa, existindo no entanto algumas
formas de causa primariamente genética.

Neste contexto, fazem-se importantes os transportadores ABC (ATP-Binding
Cassete), em especial ABCAL, ABCA7 e ABCG1, que sdo proteinas de membrana
responsaveis por mediar o transporte dos lipideos para dentro e para fora da célula
(KAMINSKI et al., 2000). Falhas no desempenho destes transportadores podem
estar associadas a niveis plasmaticos anormais das lipoproteinas (LARGE et al.,
2004).

Diante da problematica apresentada, o objetivo deste trabalho € verificar em
uma amostra de mulheres obesas a influéncia de variantes alélicas dos genes FTO,
ABCA1l, ABCA7 e ABCG1 nas variaveis antropométricas utilizadas como

marcadores de obesidade, e nas variaveis bioquimicas utilizadas como indicadoras
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do metabolismo lipidico, além de avaliar o efeito da possivel interacdo entre essas
variantes e um programa de intervencdo dietética na mudanca das variaveis

analisadas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Metabolismo dos Lipideos

Os lipideos desempenham importantes funcdes no metabolismo, como a
formacdo de depoésitos energéticos, de membranas celulares, de cofatores,
transportadores e hormonios (XAVIER et al., 2013). Do ponto de vista fisiolégico e
clinico, os lipideos mais importantes sdo os triglicerideos (ou triacilglicerois) e o

colesterol.

2.1.1 Triglicerideos

Os triglicerideos sdo formados por trés moléculas de acidos graxos ligados a
uma molécula de glicerol, constituindo a reserva energética mais importante do
organismo, sendo depositada no tecido adiposo e muscular. Possuem duas origens:
a dieta e a sintese de novo, que ocorre no figado e no tecido adiposo. Da dieta sédo
provenientes 4&cidos graxos saturados, monoinsaturados e poli-insaturados,
engquanto que os sintetizados sdo compostos de acidos graxos monoinsaturados e
poli-insaturados que sdo metabolizados a partir de componentes da dieta,
principalmente os carboidratos. Para que os triglicerideos provenientes da dieta
sejam absorvidos pelo intestino, precisam ser dispersos no formato de micelas, e
isso ocorre através da acdo dos sais biliares. Os sais biliares atuam metabolizando
os triglicerideos em mono ou diacilglicerois, ou ainda em &cidos graxos e glicerol
livres. Essa hidrolise também ocorre nas células adiposas, de maneira semelhante
(JEFFCOAT, 2007).

Os triglicerideos sao sintetizados na maioria dos tecidos, mas especialmente
no figado e no tecido adiposo. A sintese de triglicerideos ocorrida no figado é
regulada por modificag6es nutricionais e hormonais. O horménio insulina, produzido
no pancreas, estimula a lipogénese, sendo liberado apds a ingestdo de alimentos
ricos em carboidratos, principalmente a glicose. Logo ap0s a ingestdo destes
alimentos, o organismo inicia uma série de processos biossintéticos que abrangem a
reposicdo das reservas energéticas, incluindo a formacdo de triglicerideos. O

estimulo do horménio insulina sobre essa formacdo ocorre pelo fato de que a



20

entrada de glicose na célula, mediada pelo mesmo, aumenta a disponibilidade de
substancias precursoras dos componentes dos acidos graxos e de glicerol. Esses
triglicerideos sintetizados no figado, em sua maioria, séo liberados incorporados as
lipoproteinas plasmaticas, que fazem a distribuicdo destes compostos para todo o
corpo (MARZZOCO; TORRES, 1999).

O tecido adiposo € responséavel, além da sintese, pelo armazenamento e
hidrolise dos triglicerideos, liberando acidos graxos para uso intracelular ou para ser
utilizado em outros tecidos e 6rgdos. De forma antag6nica a insulina, o horménio
glucagon atua inibindo a lipogénese e estimulando a lipdlise. O glucagon é
produzido no pancreas principalmente sob o estimulo da hipoglicemia e seus efeitos
metabdlicos sdo de ativacdo da degradacdo de substancias, tais como glicogénio,
proteinas e lipideos. Nos adipdcitos, a lipase, ativada indiretamente pelo glucagon,
hidrolisa os triglicerideos e libera acidos graxos livres e glicerol para a corrente
sanguinea, sendo os primeiros enviados para os demais tecidos e utilizados como
fonte de energia (MARZZOCO; TORRES, 1999; JEFFCOAT, 2007). A Figura 1

ilustra o processo de ativacao da lipase.
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FIGURA 1 — ATIVACAO DA LIPASE NO PROCESSO DE HIDROLISE DE TRIGLICERIDEOS. O
glucagon ¢é liberado pelo pancreas em situacdes de baixa glicemia. Este horménio ativa a adenil
ciclase (ndo mostrada na figura) que é responsavel por transformar ATP (adenosina trifosfato) em
cAMP (adenosina monofosfato ciclica). A proteina quinase € cAMP-dependente e quando é ativada,
fosforila a lipase. A lipase, portanto, € uma enzima sujeita a regulacdo hormonal, e quando
fosforilada, hidrolisa os triglicerideos a acidos graxos e glicerol.

FONTE: Adaptada de MARZOCCO & TORRES (1999).
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2.1.2 Colesterol

O colesterol é precursor dos hormoénios esteroides, dos acidos biliares e da
vitamina D, além de fazer parte das membranas celulares, junto com o0s
fosfolipideos. (TARLING & EDWARDS, 2012). Os principais horménios esteroides
sao os corticosteroides e os horménios sexuais. Os corticosteroides sdo produzidos
nas glandulas suprarrenais e fazem a regulagdo do metabolismo de proteinas,
carboidratos e eletrélitos. O cortisol € um exemplo de hormdnio corticosteroide que
atua como anti-inflamatorio. Os hormoénios sexuais esteroides sdo a testosterona, 0s
estrdgenos e as progesteronas, que sao importantes no controle da diferenciacéo
sexual (testosterona em homens; estrogénio e progesterona em mulheres)
(MARZZOCO; TORRES, 1999).

Os sais biliares séo produzidos no figado a partir do colesterol, armazenados
na vesicula biliar e secretados no duodeno, onde possuem a funcdo de
emulsificacdo e solubilizacdo dos lipideos e vitaminas lipossoluveis, facilitando a
digestdo e absorcdo destas substancias pelo intestino. A maior parte dos sais
biliares é reabsorvido e retorna ao figado para atuar em novos ciclos de secrecao, e
a parte que ndo € reabsorvida é excretada junto com as fezes. Esta € uma
importante via de secrecdo de colesterol e é utilizada no tratamento clinico para
reduzir os niveis de colesterol plasmatico. Esses tratamentos séo feitos por meio de
drogas que aumentam a conversao de colesterol em sais biliares por consequéncia
da inibicdo da reabsorcédo dos mesmo pelo intestino (MARZZOCO; TORRES, 1999).

Cerca de 30% do colesterol é proveniente da alimentacdo, enquanto o
restante é sintetizado no figado e no intestino. A maior parte do colesterol produzido
é exportado na forma de sais biliares (JEFFCOAT, 2007). Da mesma forma que nos
triglicerideos, a sintese de colesterol é regulada pela insulina e pelo glucagon, sendo
gue o controle desta sintese ocorre principalmente sobre a reacdo catalisada pela
enzima HMG-CoA redutase (importante enzima da cascata de reacdes de producao
de colesterol), através de alteracGes na atividade e concentracdo desta enzima. No
controle da atividade, a insulina promove a ativagao por desfosforilagdo da HMG-
CoA redutase e o glucagon inativa a mesma por fosforilagdo. Além disso, no controle
da concentracdo da enzima, altas concentracdes de colesterol intracelular s&o
detectadas e inibem a traducdo do RNA mensageiro da HMG-CoA redutase e

aumentam a velocidade de degradacdo da mesma, pois ndo ha a necessidade de
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sintese de colesterol (MARZZOCO; TORRES, 1999). A regulacdo da homeostase do
colesterol é extremamente controlada e isso se deve a sua importancia para o
funcionamento normal e saudavel da célula e do organismo (TARLING; EDWARDS,
2012).

2.1.3 Lipoproteinas

As gorduras absorvidas da dieta ou aquelas produzidas pelo organismo
precisam ser transportadas entre outros tecidos e 6rgaos, mas como sao moléculas
de natureza hidrofobica, ndo se dissolvem no plasma sanguineo. Desse modo, para
gue possam ser transportadas pelo sangue, precisam ser incorporadas a outras
moléculas hidrossollveis, que séo as lipoproteinas (XAVIER et al., 2013).

As lipoproteinas sdo compostas por lipideos (colesterol, triglicerideos e
fosfolipideos) e proteinas chamadas de apolipoproteinas. A estrutura basica das
lipoproteinas € comum a todas, variando o tamanho e a propor¢do entre seus
componentes. De acordo com as suas caracteristicas fisico-quimicas, séo divididas
em quilomicron, VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade), IDL (lipoproteina de
densidade intermediéria), LDL (lipoproteina de baixa densidade) e HDL (lipoproteina
de alta densidade) (XAVIER et al., 2013).

Os quilomicrons séo lipoproteinas grandes formadas a partir dos acidos
graxos livres, provenientes da acdo dos sais biliares sobre os triglicerideos ingeridos
na dieta. Eles sdo absorvidos pela mucosa intestinal e enviados para o figado, onde
ocorre a formacao de acilglicerois e, posteriormente, de VLDLs. As VLDLs também
sao lipoproteinas grandes, cuja funcdo é transportar o colesterol e os triglicerideos
produzidos no figado para os tecidos periféricos, para serem estocados ou utilizados
como fonte de energia. Nesse transporte sdo formadas, a partir de parte das VLDLSs,
as IDLs, que sao removidas rapidamente do plasma. Tanto as VLDLs quanto as
IDLs séo precursoras das LDLs (XAVIER et al., 2013).

As LDLs possuem apenas conteudo residual de triglicerideos, sendo
compostas principalmente de colesterol e apolipoproteinas (XAVIER et al., 2013).
Elas sdo responsaveis pela maior parte do transporte de colesterol para locais onde
ele exerce funcoes fisiologicas, como para a producédo de esteroides. Ja as HDLs
sdo particulas pequenas que fazem o chamado transporte reverso do colesterol,
levando-o dos tecidos periféricos até o figado, para ser eliminado através do sistema

biliar. As HDLs séo produzidas no figado, intestinos e na corrente sanguinea e
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possuem importante papel na protecao do leito vascular contra a formacéo de placas
ateroscleroticas (ROSENSON et al., 2015). Existe associacdo entre altos niveis de
colesterol HDL (HDL-c) plasmaticos e a reducéao do risco de desenvolver doencas
coronarianas, devido ao ja citado transporte reverso do colesterol, realizado pelo

HDL-c. A Figura 2 ilustra o metabolismo dos lipideos e a atuagéo das lipoproteinas.
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FIGURA 2 — METABOLISMO DOS LIPIDEOS A PARTIR DE BIOMOLECULAR PROVEINENTES DA
DIETA. Da dieta sédo provenientes diversas biomoléculas, dentre elas a glicose, os triglicerideos e o
colesterol. As moléculas de glicose que excedem as necessidades energéticas do organismo sao
convertidas, no figado, em acidos graxos livres e/ou acetil-CoA. Varios acidos graxos livres podem
juntar-se com gliceréis e formar os acilglicerois, que dardo origem as VLDLs. As VLDLs vao para a
corrente sanguinea. O acetil-CoA é a molécula precursora do colesterol, que também serd
incorporado as VLDLs ou sera liberado pelo figado como acidos e sais biliares, para fazer a digestao
de gorduras no intestino. Os triglicerideos provenientes da dieta sdo logo separados em acidos
graxos livres, no intestino, e se juntam formando quilomicrons. Na corrente sanguinea os
guilomicrons podem ser quebrados liberando &cidos graxos livres. O colesterol proveniente da dieta é
absorvido pelo intestino e, na corrente sanguinea, se junta as VLDLs e forma as LDLs e HDLs. Na
corrente sanguinea as lipoproteinas exercem as suas fun¢gbes (LARGE et al., 2004). NOTA: VLDL:
lipoproteina de muito baixa densidade; IDL: lipoproteina de densidade intermediaria. LDL: lipoproteina
de baixa densidade; HDL: lipoproteinas de alta densidade.

FONTE: O autor (2016).
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O transporte dos lipideos para formacdo das lipoproteinas, ndo ocorre
passivamente pela membrana celular e, portanto, h4 a necessidade do intermédio
de proteinas de membrana. Os transportadores ABC (sigla para ATP-Bindind
Cassette ou cassete de ligacdo ao ATP) formam uma superfamilia de proteinas
altamente conservadas envolvidas no transporte de diversas substancias, como
ions, acucares, aminodcidos, proteinas, vitaminas e hormdnios esteroides pelas
membranas celulares (KAMINSKI et al., 2000; WILKENS, 2015).

Em humanos, a superfamilia ABC €& composta por 48 proteinas
transportadoras, que sao subdivididas filogeneticamente em 7 subfamilias,
denominadas de A a G (WILKENS, 2015). Estas proteinas sdo muito especificas
para seus respectivos substratos e necessitam de energia proveniente da hidrélise
de ATP para efetuar esse transporte. Segundo LARGE e colaboradores (2004),
falhas no desempenho destes transportadores, especialmente aqueles que fazem o
transporte de lipideos, podem estar associadas a diversos distarbios metabdlicos,
como resisténcia insulinica, diabetes, dislipidemias e obesidade, podendo levar,

inclusive, a doencas cardiovasculares.

2.2 Obesidade e Dislipidemias

A obesidade € um distarbio metabdlico, na maioria dos casos de etiologia
complexa, que envolve aspectos sociais, psicoldgicos e biolégicos. Nas ultimas trés
décadas, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (2015), o numero de obesos
aumentou significativamente, sendo que, desde 1980, o niUmero de pessoas obesas
no mundo mais do que dobrou, chegando em 2014 a 600 milhdes de obesos (13%
da populacdo mundial de adultos com 18 anos ou mais) e 1,9 bilhdes de adultos
com sobrepeso (WHO, 2015). No ano de 2003, no Brasil, segundo o Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), cerca de 40% da populacdo com 20
anos ou mais estava com excesso de peso, como pode ser visto na Tabela 1. Ja em
2014, a prevaléncia de excesso de peso chegou a 52,2%, enquanto que a
obesidade atingiu 17,9% da populacdo, como mostrado no Grafico 1 (VIGITEL,
2014).
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TABELA 1 — PREVALENCIA DE DEFICIT DE PESO, EXCESSO DE PESO E OBESIDADE NA
POPULACAO COM 20 ANOS OU MAIS NO BRASIL EM 2003

Déficit de peso (%) Excesso de peso (%) Obesidade (%)

Sexo
Masculino 2,8 41,1 8,9
Feminino 5,2 40,0 13,1

NOTA: Déficit de peso IMC=<19,9 Kg/m? excesso de peso 25<IMC<29,9 Kg/m? obesidade
30,0<IMC=<39,9 Kg/m=.
FONTE: IBGE (2003)
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GRAFICO 1 — PREVALENCIA (%) DE EXCESSO DE PESO E OBESIDADE POR SEXO NO
BRASIL
FONTE: VIGITEL (2014)

O aumento mundial da prevaléncia e incidéncia da obesidade tem a ver com
as mudancas ambientais e sociais sofridas pela sociedade humana, que aumentou a
ingestao de energia. Ao mesmo tempo que a industrializagéo facilitou a producéo e o
acesso aos alimentos processados ricos em gordura, acucar e sal, ocorreu uma
reducdo na pratica de atividades fisicas, em consequéncia da sedentarizacdo das
formas de trabalho, mudancas nas formas de locomoc¢éo e aumento da urbanizacéo
(HENI et al., 2014).

Existe associacdo entre sobrepeso, obesidade e o aumento do risco em
desenvolver doencas crbnicas silenciosas, como diabetes tipo Il, cancer, doencas
cardiacas e acidente vascular cerebral (HERRERA et al.,, 2011), sendo, essas
dltimas, as maiores causas de morte no ano de 2012, em todo o mundo (WHO,
2014). Além dessas, hipertensao e aterosclerose também sao comorbidades, sendo
a Ultima a maior causa de mortes em paises desenvolvidos (SCHMIDT, 2010).

A obesidade é definida como o acumulo excessivo de gordura na forma de

triglicerideos no tecido adiposo (HERRERA et al., 2011). O indice de massa corporal
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(IMC), determinado pelo peso em quilogramas dividido pela altura em metros ao
quadrado (Kg/m2), € o parametro mais utilizado para avaliar o perfil antropométrico
dos individuos adultos de ambos os sexos (WHO, 2015) e a sua classificacdo esta
no Quadro 1. Convém ressaltar que valores idénticos de IMC, no entanto, podem
ndo corresponder ao mesmo grau de gordura corporal em individuos diferentes, fato

que deve ser levado em consideracao no diagnostico de obesidade.

Classificacéao IMC
Saudavel Entre 20 e 24,9 Kg/m?
Excesso de peso Entre 25 e 29,9 Kg/m?
Obeso Entre 30,0 e 39,9 Kg/m?
Obeso-morbido Maior que 40 Kg/m?

QUADRO 1 — CLASSIFICACAO DA OBESIDADE EM ADULTOS SE ACORDO COM O IMC.
FONTE: OMS (2015)

Além do acumulo de triglicerideos no tecido adiposo, a maior circulacdo de
energia em obesos pode resultar no acumulo de gordura em outros tecidos, como no
figado, rins e pancreas. O excesso de lipideos acumulado nesses tecidos esta
diretamente relacionado com resisténcia a insulina, intolerancia a glicose,
dislipidemias e hipertensdo (MARCELIN & CHUA, 2010).

Pelo fato da maioria dos casos de obesidade ser resultante da interagao entre
o ambiente e fatores genéticos, a relacdo entre ingestao e gasto calérico depende
dos fatores genéticos individuais. A influéncia dos genes e de seus polimorfismos
nessa relacdo pode ser maior ou menor, de acordo com os fatores ambientais aos
quais o individuo esta submetido.

Ja as dislipidemias correspondem a um amplo espectro de distarbios
caracterizados por niveis anormais de lipoproteinas ou por anormalidades na
estrutura dessas macromoléculas (XAVIER et al., 2013). O Quadro 2 mostra a

classificacao fenotipica das dislipidemias.
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Classificacéo da dislipidemia Alteracado
Hipercolesterolemia isolada LDL = 160 mg/dL
Hipertrigliceridemia isolada TG = 150 mg/dL
Hiperlipidemia mista LDL =160 mg/dL e TG = 150 mg/dL

HDL baixo < 40 mg/dL (homens) e < 50 mg/dL (mulheres)

QUADRO 2 — CLASSIFICACAO FENOTIPICA DAS DISLIPIDEMIAS.
FONTE: XAVIER et al. (2013)

A hipertrigliceridemia é causada pelo acumulo de quilomicrons e/ou VLDL.
Esse acumulo pode ser devido a diversos fatores relacionados com ao aumento da
sintese e/ou diminuicdo da hidrolise dos triglicerideos destas lipoproteinas, como por
exemplo variantes genéticas que resultem em enzimas e apolipoproteinas desta via
gue ndo exercam seus papeis de forma ideal. Ja a hipercolesterolemia é causada
pelo acumulo de lipoproteinas ricas em colesterol, como as LDLs. Esse acumulo
excessivo pode ter causas monogénicas, mas a grande maioria dos casos é de
origem complexa (XAVIER et al., 2013).

Os parametros alterados de perfil lipidico sdo considerados de risco para o
surgimento de aterosclerose, acidente vascular cerebral e doenca arterial
coronariana, que é responsavel por um terco de todas as mortes de pessoas com
mais de 35 anos. O tratamento mais comum e eficiente para reduzir LDL é a
administracdo de atovastatina, mas as respostas ao medicamento dependem de
fatores genéticos individuais (AKAO et al.,2014).

Fatores ambientais e sociais, como a cultura, status social e dieta tem muita
influéncia no aumento, gravidade e consequéncias das dislipidemias. Além disso,
aspectos genéticos também estdo associados com a maior predisposicdo ao
aumento dos niveis de lipideos do soro e, consequentemente, para acidentes
vasculares cerebrais (PU et al., 2015). A investigacdo destes fatores é importante no
momento do diagndstico, tratamento e até mesmo prevencdo de dislipidemias.
Variantes alélicas de genes relacionados com as vias de metabolismo do colesterol,
como por exemplo os genes APOB, LDLRAP e PCKS9, ja foram associados com
hipercolesterolemia de origem monogénica, porém, mais comumente, as
dislipidemias sao resultado da interacdo complexa entre fatores genéticos e
ambientais (XAVIER et al., 2013; CARTIER; GOLDBERG, 2016).
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2.2.1 Aterosclerose

A aterosclerose é uma doenca inflamatoria cronica que ocorre em resposta a
agressao ao endotélio de artérias de médio e grande calibres e estd intimamente
relacionada com excesso de peso, obesidade e dislipidemias. Esses sao fatores de
risco, pois fazem com que o endotélio dos vasos fique mais permeavel as
lipoproteinas, favorecendo a retencdo das mesmas (XAVIER et al., 2013). Estas
lipoproteinas retidas, especialmente as LDLs, sofrem oxida¢&o, o que leva a uma
resposta inflamatéria. Células do sistema imune como linfocitos e mondcitos (que
depois se diferenciam em macréfagos) sao recrutados e acabam aumentando a
inflamacéo, o que leva ao estimulo de migracéo de células musculares lisas. Estas
células musculares lisas secretam matriz extracelular e isso leva a formagédo de uma
capa fibrosa, constituindo, desta forma, os ateromas, ou placas ateroscleroticas
(XAVIER et al., 2013).

As placas ateroscleréticas desenvolvidas possuem em sua COMpOSIGa0
elementos celulares, componentes de matriz extracelular e um nucleo lipidico e
necrotico (com células mortas). As placas causam um estreitamento dos vasos,
podendo levar a oclusdo dos mesmos. Esta oclusdo pode levar ao bloqueio da
irrigacdo sanguinea e, consequentemente, bloqueio do aporte de oxigénio, podendo
levar a morte do tecido. Além disso, as placas ateroscleréticas instaveis (com
atividade inflamatoria intensa) podem romper-se e liberar material altamente
trombogénico, levando a formacdo de trombos sobrejacentes. As consequéncias da
aterosclerose incluem infarto do miocéardio, acidente vascular cerebral e embolia
pulmonar (MARZZOCO; TORRES, 1999; XAVIER et al., 2013).

Existe uma correlagdo inversa ao surgimento de placas ateroscleréticas com
os niveis de HDL-c, devido a sua funcdo: a de fazer o transporte reverso do
colesterol, retirando o excesso do mesmo das células e o levando para o figado,
onde pode ser excretado como sais biliares (MARZZOCO; TORRES, 1999). Desta

forma, niveis elevados de HDL-c no plasma sanguineo séo recomendados.
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2.3 Obesidade e Dislipidemias: polimorfismos em genes candidatos

A busca por variantes genéticas associadas a doencas complexas, como a
obesidade e as dislipidemias, foi impulsionada pelos estudos de Genome-wide
association (GWA), ou seja, estudos que buscam a identificacdo de associacdes
entre varios polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) do genoma e tracos
altamente variaveis entre os individuos (FAWCETT & BARROSO, 2010).

2.3.1 Gene FTO

O gene FTO (sigla para Fat-mass and obesity associated) localiza-se no
cromossomo 16 na regido 169l12.2 (Figura 3) e codifica para desmetilase 2-

oxoglutarado-dependente (WANG et al., 2015), também chamada de proteina FTO.
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FIGURA 3 — LOCALIZACAO CITOGENETICA DO GENE FTO. Representacéo do cromossomo 16 e
indicacao da localizagdo do gene pela flecha amarela (posicdo 16q12.2).
FONTE: Genetics Home Reference (2017).

Foi descoberto em ratos e sabe-se que possui homélogos em outros
vertebrados (de peixes a humanos) e em algas marinhas (WANG et al., 2015). O seu
produto esta associado com a homeostase energética, mas as suas funcdes e vias
fisiol6égicas ndo estdo bem estabelecidas (BOISSEL et al., 2009; JIA, et al., 2011).
Existem semelhancas entre a proteina FTO e a enzima AIkB de Escherichia coli, que
repara erros de metilagcdo, removendo grupos metil do DNA, 0 que sugere que a
proteina FTO age, portanto, como agente desmetilante de DNA e RNA,
preferencialmente em fita simples (FAWCETT et al., 2010; JIA, et al., 2011).

Esta funcdo pode estar associada a regulacdo da expressdo de genes e
RNAs mensageiros envolvidos no metabolismo, e um desequilibrio nesse processo

pode levar a obesidade. Experimentos in vivo mostraram alta expressao deste gene
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no cérebro e hipotalamo, sendo que essa alta expressdo esta associada com a
reducdo do apetite e sensacédo de saciedade (FAWCETT et al., 2010). Entretanto,
WAHLEN e colaboradores (2008) encontraram uma maior concentracdo de RNA
mensageiro do gene FTO no tecido adiposo subcutaneo de mulheres obesas,
comparadas as nédo-obesas, sugerindo que o efeito da alta expressao pode ser
diferente, dependendo do tecido. HENI e colaboradores (2013) destacam que
variantes do gene FTO estdo associadas ao controle da ingestédo de comida, mas
ndo foram associados ao gasto energético. Experimentos com ratos com FTO nulo,
no entanto, evidenciaram que estes ratos possuiam altas taxas de mortalidade pos-
natal, tamanho reduzido e reducédo da gordura corporal, 0 que sugere uma relacao
direta de FTO com o desenvolvimento do tecido adiposo (STRATIGOPOULOS &
LEIBEL, 2010).

O polimorfismo rs9939609 (A>T) é uma variante frequente em diversas
populacées, como pode ser visto no Gréfico 2, e esta localizada no primeiro intron
do gene FTO na posicéo 16:53786615. Frayling e colaboradores (2007), por meio de
estudos de Genome-wide association, encontraram uma forte associagao do alelo A
deste polimorfismo com diabetes tipo Il e com IMCs mais altos, no entanto, verificou-
se gue esta associacao com diatebetes tipo 2 é intermediada por IMCs elevados. O
alelo A, portanto, esta possivelmente associado ao risco para a obesidade e a um
elevado IMC, tanto em adultos quanto em criancas, além de uma maior
circunferéncia de cintura em mulheres (FRAYLING et al., 2007; QI et al., 2008).
Curiosamente, o alelo A também ja foi associado com o aumento da ingestdo de
comida, o que pode estar relacionado de forma direta com a susceptibilidade a
obesidade (FAROOQI, 2011).
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GRAFICO 2 — FREQUENCIAS ALELICAS DO POLIMORFISMO rs9939606 DO GENE FTO EM
DIFERENTES POPULACOES. NOTA: ALL: todas as populagbes incluidas; AFR: Africanos; AMR:
Americanos; EAS: Asiaticos do leste; EUR: Europeus; SAS: Asiaticos do sul.

FONTE: 1000 Genomes Project (2015)
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Individuos homozigotos AA apresentaram uma maior ingestdo de comida e,
em média, 3 Kg a mais que os portadores do alelo T (STRATIGOPOULOS &
LEIBEL, 2010). Além disso, o genétipo AA foi associado com alteragcbes na
metilacdo de alguns genes, sendo alguns mais e outros menos metilados. Somente
em individuos obesos com o gendtipo AA foram observadas mudancas no padrao de
metilacdo em 20 sitios (ALMEN et al., 2012), mas ndo se sabe, porém, se esta
relacdo € de causa ou consequéncia da obesidade. Desta forma, FTO pode estar
envolvido no controle de diversos genes, por vias epigenéticas. Esse controle pode
ocorrer, inclusive, em genes que transcrevem para fatores de transcricdo, o que
engloba uma gama maior de genes controlados por FTO. Além disso, por agir em
RNAs, pode estar associado com o processamento de pré-mRNAs e/ou outros
RNAs (JIA, et al.,, 2011). Ainda se sabe pouco sobre os efeitos de FTO e suas
variantes no gasto de energia. O pouco que se sabe esta relacionado com

mudancas na expressdo de FTO e sua influéncia no aumento de peso.

2.3.2 Gene ABCA1l

O gene ABCAL esta localizado no cromossomo 9 na posicdo 9931.1 (Figura
4) e codifica para uma proteina de membrana de mesmo nome. ABCAL é expresso
em diversos tecidos, mas em maior quantidade no figado e nos macrofagos
(GENETICS HOME REFERENCE, 2017). A proteina ABCAl faz a mediacdo do
transporte de colesterol e fosfolipideos para fora da célula, onde séo captados pela
apolipoproteina A-lI (apoA-l) e, juntos, formam particulas de HDL-c (AKAO et al.,
2014). Por este motivo, a proteina ABCAL participa de vias essenciais para a
regulacdo do transporte de colesterol, biogénese do HDL e, por consequéncia, para
o transporte reverso do colesterol, importante na prevencédo da formacao de placas
ateroscleroticas (GENVIGIR et al., 2008).
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FIGURA 4 — LOCALIZACAO CITOGENETICA DO GENE ABCA1. Representacéo do cromossomo 9 e
indicacao da localizacdo do gene pela flecha amarela (posicdo 9931.1).
FONTE: Genetics Home Reference (2017)

A modulagdo da expressdo do ABCAl tem um forte impacto sobre o
transporte de colesterol e fosfolipideos, tendo efeitos, inclusive, de inibicdo da
lipogénese (MA et al., 2014). Outrossim, mutagOes raras neste gene causam as
hipercolesterolemias monogénicas, como a doenca de Tangier e a
hipoalfalipoproteinemia. Nestas doencas a proteina ABCAL resultante ndo executa a
sua funcado corretamente, levando a deficiéncia no efluxo do colesterol, redu¢cédo dos
niveis de HDL-c e aumentando, assim, o risco de desenvolver aterosclerose
(GENVIGIR et al., 2007; PORCHAY-BALDERELLI, et al., 2008). Ademais, alguns
polimorfismos comuns também tém sido associados com a diferentes niveis de
lipideos séricos.

O polimorfismo rs1800977 esta localizado na posicdo 9:104928169 na regido
promotora 5° UTR do gene ABCAL e consiste em uma substituicdo de uma guanina
(G) por uma adenina (A). O alelo A deste polimorfismo ja foi associado com
aterosclerose e o aumento de risco de desenvolver doenga arterial coronariana,
mesmo sem alterar significativamente os valores de lipideos séricos (GENVIGIR et
al., 2008). No Gréfico 3 estdo as frequéncias alélicas deste polimorfismo em

diferentes populacdes do mundo.
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GRAFICO 3 — FREQUENCIAS ALELICAS DO POLIMORFISMO rs1800977 DO GENE ABCAL EM
DIFERENTES POPULACOES. NOTA: ALL: todas as populagbes incluidas; AFR: Africanos; AMR:
Americanos; EAS: Asiaticos do leste; EUR: Europeus; SAS: Asiaticos do sul.

FONTE: 1000 Genomes Project (2015)
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O polimorfismo rs2230806 esta localizado na posi¢cao 9:104858586 e consiste
na substituicdo de uma citosina (C) por uma timina (T) no exon 7 no gene ABCAL.
Na proteina gerada ha troca de sentido: enquanto o alelo C codifica para uma
arginina, o alelo T codifica para uma lisina na regido 219 da proteina (por este
motivo, também € referenciado como polimorfismo R219K). O alelo T deste
polimorfismo foi associado com efeito de protecdo contra doenca arterial
coronariana, possivelmente pelo aumento dos niveis de HDL-c e reducdo dos niveis
de triglicerideos associados a sua presenca. Ha associacao, também, dos gendtipos
heterozigoto e homozigoto TT com uma maior concentracdo de apoA-l em
individuos normolipidémicos e niveis mais baixos de VLDL-c e triglicerideos em
individuos hipercolesterolémicos (GENVIGIR et al., 2008). No Grafico 4 estdo as

frequéncias alélicas deste polimorfismo em diferentes popula¢cdes do mundo.
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GRAFICO 4 — FREQUENCIAS ALELICAS DO POLIMORFISMO rs2230806 DO GENE ABCA1 EM
DIFERENTES POPULACOES. NOTA: ALL: todas as populagbes incluidas; AFR: Africanos; AMR:
Americanos; EAS: Asiaticos do leste; EUR: Europeus; SAS: Asiaticos do sul.

FONTE: 1000 Genomes Project (2015)

2.3.3 Gene ABCAY

O gene ABCAY7 foi identificado no ano 2000 por KAMINSKI e colaboradores e
esta localizado no cromossomo 19 na posi¢do 19p13.3 (Figura 5). Sua expresséo €
mais alta no tecido linfatico, incluindo leucécitos, baco, linfonodos, medula e tecidos
fetais (KAMINSKI et al.,, 2000), podendo, desta forma, estar relacionado com o
sistema imune. A proteina ABCA7 possui alta homologia com o ABCAL, mas o seu
perfil de expresséao tecido-especifica € muito diferente (DOHMAEA et al., 2006). Em

ratos com ABCA7 nulo houve reducdo de 50% do tecido adiposo e HDL-c
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significativamente menor que o tipo selvagem nas fémeas, além de alta taxa de
mortalidade fetal (DOHMAEA et al., 2006). A proteina ABCA7, assim como ABCAL,
esta relacionada com o transporte de lipideos e a formacdo de HDL mediado por
apoA-l. Seus substratos primarios, no entanto, sdo os fosfolipideos, sendo o

colesterol muito menos transportado por esta proteina (DOHMAEA et al., 2006).
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FIGURA 5 — LOCALIZACAO CITOGENETICA DO GENE ABCA7. Representacdo do cromossomo 19
e indicacéo da localizagdo do gene pela flexa amarela (posicdo 19p13.3). FONTE: Genetics Home
Reference (2017).

O polimorfismo rs2279796 € uma variante intrénica de nucleotideo unico, de
substituicdo de uma guanina (G) por uma adenosina (A) na posi¢do 19:1059005 e
existem poucos estudos sobre o efeito da mesma sobre marcadores de obesidade e
niveis de lipideos plasmaticos. No Gréfico 5 estdo as frequéncias alélicas deste

polimorfismo em diferentes popula¢des do mundo.
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GRAFICO 5 — FREQUENCIAS ALELICAS DO POLIMORFISMO rs2279796 DO GENE ABCA7 EM
DIFERENTES POPULACOES. NOTA: ALL: todas as populagbes incluidas; AFR: Africanos; AMR:
Americanos; EAS: Asiaticos do leste; EUR: Europeus; SAS: Asiaticos do sul.

FONTE: 1000 Genomes Project (2015)
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2.3.4 Gene ABCG1

O gene ABCG1 esta localizado no cromossomo 21, na regiao 21g22.3 (Figura
6) e também codifica para uma proteina de membrana, cuja fungdo também esti
relacionada ao efluxo de lipideos da célula, principalmente colesterol, e formacéo de
HDL (LEGOFFA & THIEB, 2011). A sua acao, no entanto, é diferente de ABCAl. A
proteina ABCG1 néo utiliza ApoA-l como receptor de colesterol. TARLING &
EDWARDS (2012) sugerem que o efluxo de colesterol feito por ABCG1l é
independente de ligacdo com alguma proteina exdgena especifica. FRISDAL e
colaboradores (2015) demonstraram que, nos adipoécitos, a proteina ABCGL1
contribui para estocar triglicerideos e, desta forma, sua alta expressao pode estar
associada ao aumento de gordura corporal em individuos obesos. Alguns
polimorfismos, portanto, podem estar associados com este fenétipo pela mudanca
na expressao que podem ser capazes de provocar. Mudancas na expressao de
ABCG1 foram verificadas na presenca de aterosclerose e doenca arterial
coronariana, mas 0S mecanismos responsaveis por estas mudancas nao estdo
claros (XU et al., 2011).
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FIGURA 6 — LOCALIZACAO CITOGENETICA DO GENE ABCG1. Representacéo do cromossomo 21
e indicacéo da localizacdo do gene pela linha vermelha (posicdo 21g22.3).
FONTE: Gene Cards® (2017)

O polimorfismo rs692383 é uma variante intrénica de nucleotideo Unico, onde
h&d a substituicio de uma guanina (G) por uma adenina (A), na posi¢ao
21:42215064. Da mesma forma, o polimorfismo rs3827225 também & uma variante
intrénica de nucleotideo Unico de substituicdo de uma guanina (G) por uma adenina
(A), na posicdo 21:42230669. No Grafico 6 e no Grafico 7 estdo as frequéncias
alélicas dos polimorfismos rs692383 e rs3827225, respectivamente, em diferentes
populacdes do mundo.
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GRAFICO 6 — FREQUENCIAS ALELICAS DO POLIMORFISMO rs692383 DO GENE ABCG1 EM
DIFERENTES POPULACOES. NOTA: ALL: todas as populagbes incluidas; AFR: Africanos; AMR:
Americanos; EAS: Asiaticos do leste; EUR: Europeus; SAS: Asiaticos do sul.

FONTE: 1000 Genomes Project (2015)
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GRAFICO 7 — FREQUENCIAS ALELICAS DO POLIMORFISMO rs3827225 DO GENE ABCG1 EM
DIFERENTES POPULACOES. NOTA: ALL: todas as populagdes incluidas; AFR: Africanos; AMR:
Americanos; EAS: Asiaticos do leste; EUR: Europeus; SAS: Asiaticos do sul.

FONTE: 1000 Genomes Project (2015)

Por fim, alteracbes no metabolismo lipidico normal estdo associadas com
diversas doencas ja citadas, as quais estdo diretamente relacionadas com a perda
de qualidade de vida e longevidade humana. Estudos sobre este tema e com este
delineamento poderdo contribuir para a compreensao sobre o efeito especifico de
dietas no controle do peso. Mais descobertas sobre esses efeitos podem culminar
na mudanca das abordagens tradicionais no tratamento da obesidade. Nao
obstante, estudos com variantes genéticas em doencas complexas permitem
verificar associacdes entre 0os genes e os fenoétipos. Estes estudos podem ser o
comego para o desenvolvimento de estudos funcionais, sobre as rotas metabolicas
envolvidas, a atuacdo de cada gene e o papel das variantes genéticas neste
processo. Neste sentido, na busca pela qualidade de vida dos pacientes,
tratamentos mais eficazes podem ser desenvolvidos, levando-se em consideracao a

interacdo destas variantes genéticas com os tratamentos de forma individualizada.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Verificar se variantes alélicas dos genes FTO, ABCA1l, ABCA7 e ABCGl1
estdo relacionadas com a variacdo de marcadores antropométricos e bioquimicos de
obesidade e dislipidemias em uma amostra de mulheres obesas, bem como verificar
0 possivel efeito destas variantes alélicas sobre mudancas nas variaveis analisadas

frente a aplicacdo de uma intervencéao nutricional.

3.2 Objetivos Especificos

1) Verificar o efeito de cada um dos polimorfismos (rs9939609 do gene FTO;
rs1800977 e rs2230806 do gene ABCAL,; rs2279796 do gene ABCA7 e rs692383 e
rs3827225 do gene ABCG1) nas medidas antropométricas e nos niveis de lipideos
séricos (varidveis bioquimicas) no momento antes da intervencdo dietética (analise

transversal).

2) Analisar se o0s possiveis efeitos dos polimorfismos encontrados no
momento antes permaneceram, e se surgiram outros efeitos apds a intervencao

dietética (analise transversal pos intervencao).

3) Analisar o efeito dos polimorfismos na variacdo (momento antes —
momento depois) das medidas antropométricas e dos niveis de lipideos séricos
(variaveis bioquimicas) ap0s a intervencao dietética (analise longitudinal).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Delineamento do Estudo

Foi realizada uma intervencéo dietética com reducdo calérica em mulheres
adultas obesas, com duracdo total de nove semanas. Foram analisados o0s
parametros antropométricos e bioquimicos, coletados no momento pré e pos
intervencado dietética, de acordo com SALIBA e colaboradores (2014), assim como
polimorfismos de genes relacionados com o metabolismo energético e lipidico.

Para a implementacdo da intervencdo foi necessario o treinamento de
equipes de trabalho para atendimento, coleta de dados, recrutamento e selecédo das
participantes, além do processo de pré-intervencdo, desenvolvimento e
encerramento da intervencéo, a fim de padronizar os procedimentos e estabelecer a
qualidade dos dados coletados. As equipes contaram com graduandos dos cursos
de Nutricdo, Educacdo Fisica, Enfermagem, Biomedicina e Ciéncias Bioldgicas,
além da orientacdo da pesquisadora responsavel que era Nutricionista.

Este estudo contou com a parceria da Pontificia Universidade Catélica do
Parana (PUCPR), a qual disponibilizou o espaco fisico para a coleta das amostras,

palestras e orientacdes que aconteceram entre outubro e dezembro de 2011.

4.2 Caracterizacdo da Amostra

s

A amostra utilizada no presente trabalho é composta por 211 mulheres
obesas (IMC = 30 Kg/m?), sendo que deste total, 139 mulheres concluiram o
programa de intervencao dietética.

Os critérios de inclusdo no estudo foram os seguintes: ser do sexo feminino,
possuir IMC = 30 Kg/m?, ter 20 anos ou mais, com saude aparente, saber ler e
escrever, estar em periodo anterior ao climatério, ndo ser gestante, ndo ser lactante
e residir em Curitiba/PR e regido metropolitana. Mulheres em tratamento

dietoterapico e/ou medicamentoso para reducdo de peso, com hipotireoidismo,
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diabetes tipo I, doenca renal, hipertensdo, que fizeram cirurgia de reducédo de
estbmago e/ou com habito alimentar vegetariano, foram excluidas do estudo.

As mulheres que se enquadraram nos critérios da pesquisa foram
esclarecidas sobre o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Todas as
participantes leram e assinaram o TCLE. A pesquisa foi submetida e aprovada pelo
Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da Pontificia Universidade

Catolica do Parana (Parecer n°® 0005306/11, em anexo).

4.3 Intervencdao Dietética

A intervencao dietética com reducgdo caldrica contou com duracdo de nove
semanas, sendo duas semanas de pré-intervencdo e sete semanas de intervencao

propriamente dita.

4.3.1 Pré-intervencéo

A pré-intervencdo abrangeu o cadastro das participantes, a coleta dos dados
antropométricos, de sangue para analises bioquimicas e genotipicas, coleta de
dados nutricionais e o0 agendamento para a intervencdo. A coleta de dados
nutricionais consistiu em um recordatério alimentar de 24h e apds isso as mulheres

foram encaminhadas para o agendamento do inicio da intervencao.

4.3.2 Intervencao

A intervencao dietética realizada teve trés componentes: orientacdo dietética
individual com dieta hipocaldrica e lista de substituicbes de alimentos; orientacéo
dietética em grupo e orientacdo para atividade fisica. Estas sessdes ocorreram ao
longo de um periodo de sete semanas.

As dietas hipocaléricas foram elaboradas pela Nutricionista responsavel a
partir do recordatorio de 24h de cada uma das mulheres realizada durante a pré-

intervencao, conforme a seguinte ordem:
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1. Elaboragcdo dos modelos de dieta e a lista de substitui¢do de alimentos:
Foram elaborados modelos de dieta e lista de substituicdo de alimentos
visando a maxima padronizacdo em termos de calorias, macro nutrientes e
guantidade de calcio e de ferro. Estes modelos de dieta tinham cardapios de
24h que refletiam os habitos culturais locais, que contemplavam as
recomendacdes nacionais para alimentacdo saudavel, com a identificacdo
dos componentes dos cardapios que poderiam ser variados e desenvolvida
uma lista de substituicdo de alimentos sem perda dos objetivos dietéticos.
Além disso, foram consideradas as diferencas nas necessidades energéticas
de cada patrticipante, e foi aplicado um déficit calérico de 600 kcal, a partir do
calculo do gasto energético total. As dietas individuas, portanto, incluiram
quatro refeicdes por dia (desjejum, almoco, lanche da tarde e jantar); trés
porcBes de frutas; trés porcbes de hortalicas; no minimo uma por¢cdo de
carne; uma porcado de leguminosa e trés por¢cBes de laticinios; alimentos
simples como pao francés, queijo mussarela, arroz, feijao, café, 6leo de soja e
margarina; uma opcao de cereal integral, sendo representada pela aveia;
dltima refeicdo com grande quantidade de vegetais, moderada de alimentos
fontes de proteina (carne, frango ou queijo) e limitada de carboidratos (arroz
ou pao) e quantidade reduzida de calorias quando comparada ao almoco;
percentual energético recomendado proveniente dos macro nutrientes sendo
o percentual de energia proveniente das gorduras entre 20% e 35%, de
carboidratos entre 45% e 65% e de proteinas entre 10% e 35%; alimentos

fontes de calcio e ferro.

2. Calculo do valor energético total: Com os dados de peso, estatura e idade,
a equipe de Nutricdo calculou a taxa metabdlica e depois o valor energético

para cada participante pelas formulas:

Taxa metabdlica de repouso =
[10 x peso (kg)] + [ 6,25 x altura (cm)] - [5 x idade (anos)] — 161

Gasto energético total = taxa metabdlica de repouso x 1,3

A este valor calculado de gasto energético total para cada participante foi

aplicado o déficit de 600Kcal.
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3. Definicdo do modelo de dieta para cada participante: A partir da definicao
do valor energético para cada participante, a equipe de Nutricdo selecionou o
modelo de dieta apropriado em termos caloricos e entre a op¢ao de lanche ou
jantar para a ultima refeicdo do dia. Para esta escolha, foi utilizada a
informacao do recordatorio alimentar de 24h de cada participante, coletada na
pré-intervencdo. Apoés estas definicdes, as dietas foram preenchidas com o

nome, identificacéo, peso e estatura das participantes.

4. Preenchimento da lista de substituicdo de alimentos: A partir da definicao
da dieta, a equipe de Nutricdo fez o preenchimento das listas de substituicao
de alimentos. Para tanto, os campos das diferentes porcdes dos diferentes
alimentos da lista foram preenchidos a partir dos alimentos da dieta de cada
participante.

Apos o término destas etapas, 0 passo seguinte foi a orientacdo dietética
individual, o inicio da intervencao dietética para a perda de peso. De modo geral, as
dietas variaram de 1000 a 2200 Kcal diarias.

As orientacBes dietéticas em grupo foram realizadas nas duas semanas
subsequentes, na forma de palestras seguida de discussao, feitas pela nutricionista
pesquisadora responsavel em auditorio apropriado para esta atividade. Tiveram 0s

seguintes temas:

e “Cores e Sabores com Poucas Calorias. Sugestoes para Ajudar no Dia a
Dia”. Esta palestra foi desenvolvida com o objetivo de reforgar as informagdes
da orientacdo individual; apontar op¢cBes saudaveis e com poucas calorias,
isentas ou com baixo teor de sdédio; indicar opcdes de doces com poucas
calorias ou sobremesas sem acucar, e esclarecer davidas identificadas pelas

participantes no transcorrer de uma semana de intervengao.

e “Rotulagem Nutricional: O que saber e como usar?”. Esta palestra foi
desenvolvida com o objetivo de esclarecer, conscientizar e promover
autonomia as participantes na identificacdo das escolhas de alimentos
industrializados mais saudaveis, em relacdo ao teor de gordura, sodio e

calorias.
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As participantes também receberam uma orientac@o para atividade fisica em
um dos encontros do grupo. Esta orientagéo foi desenvolvida por uma professora
mestra em Educacdo Fisica, e visou orientar e ensinar as participantes sobre
atividades fisicas simples que aumentam o gasto calorico. Nao houve intervencéo de
exercicio fisico, apenas recomendacdes de atividades adaptadas para individuos
com excesso de peso.

4.3.3 PGs-intervencgao

Ao fim das nove semanas, as participantes compareceram para a realizagao
da ultima etapa do estudo. Nesta etapa foram coletados novamente os dados
antropometricos e 0 sangue para analises bioquimicas. Cada participante recebeu
resultados das analises bioquimicas realizadas na pré-intervencéo e foi realizado o
agendamento para o recebimento dos resultados dos exames bioquimicos na poés-

intervencao.

4.4 Varidveis Analisadas

4.4.1 Variaveis antropométricas

Foram obtidos os dados de massa corporal, estatura, circunferéncia da
cintura (CC) e circunferéncia abdominal (CA). A partir da massa corporal e da
estatura, o Indice de Massa Corporal (IMC) foi calculado. Para verificacdo de massa
corporal foi utilizada balanca marca Filizola, divisdo 100 gramas, e para estatura foi
utilizado estadidmetro da marca Seca. As medidas de CC e CA foram feitas com fita

antropométrica marca Seca.

4.4.2 Variaveis Biogquimicas

Foram verificados os niveis de glicemia e perfil lipidico (colesterol total (CT),
LDL-c, HDL-c, VLDL-c e triglicerideos (TG)). Para a verificagdo dos dados
bioquimicos foi coletado sangue com seringas plasticas e agulhas descartaveis e

armazenado em tubos secos para analise posterior.
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Nas mulheres que concluiram o programa de intervencdo dietética as
medidas das variaveis antropométricas e bioquimicas foram obtidas também ao

término do mesmo, como descrito anteriormente.

4.5 Investigacao dos polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs)

4.5.1 Obteng&o do DNA das amostras

Foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue em tubos com EDTA,
de cada uma das participantes. Estes tubos foram encaminhados ao Laboratério de
Polimorfismos e Ligacdo da UFPR, onde sofreram centrifugacédo a 2500 rpm por 20
minutos, sendo separadas a parte figurada do sangue da fracdo plasmatica. Na
fracdo figurada foi aplicada a técnica de salting-out (LAHIRI & NURNBERGER,
1991), de extracdo de DNA. Apds a extracdo do DNA, foram verificadas a
concentracdo, a pureza e a contaminacao pelo espectrofotbmetro NanoDrop 2000
(Thermo Scientific®). Pelos valores de concentracdo foram feitos os célculos para
diluicdo. As amostras foram estocadas em diluicdes de 20 ng/uL, especifica para
técnica de genotipagem realizada posteriormente.

4.5.2 Escolha dos polimorfismos

Os polimorfismos selecionados para o estudo foram escolhidos por um ou
mais dos critérios a seguir: (1) estudos de associacdo anteriores onde o
polimorfismo demonstrou ter relagdo com alteragdes no perfil lipidico ou marcadores
de obesidade (IMC, CC e/ou CA); (2) desequilibrio de ligacdo entre os polimorfismos
de cada gene, analise realizada atravéz da plataforma online HapMap; (3) posicéo
do polimorfismo no gene e (4) frequéncia dos alelos do polimorfismo nas

populacoes.
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4.5.3 Analises moleculares para identificacdo genotipica

Foram genotipados os polimorfismos de nucleotideo Unico rs9939609 do gene
FTO, rs1800977 e rs2230806 do gene ABCAL, rs2279796 do gene ABCA7 e
rs692383 e rs3827225 do gene ABCGL. As genotipagens foram feitas através do
ensaio de discriminacédo alélica TagMan® utilizando o equipamento 7500™ Real
Time PCR System e algumas foram feitas no equipamento Step One Plus™ Real
Time PCR System (Applied Biosystems). A quantidade e concentracdo dos
reagentes utilizada para cada reacdo de amplificacdo de PCR esta descrita na
TABELA 2. As condicbes para que ocorrecem as reacdes de amplificacdo foram: 2
minutos a 50°C; 10 minutos a 95°C; e 50 ciclos com a sequéncia de 15 segundos a
95°C e 1 minuto a 62°C; e, para finalizar, 2 minutos a 60°C. Posteriormente, foi
realizada a analise das fluorescéncias (VIC® e/ou FAM®) emitidas por cada amostra
no software TagMan Genotyper® (Applied Biosystems) para determinacdo dos
genotipos. Estes gendtipos foram conferidos e confirmados no software online da

ThermoFisher®, para descartar erros de genotipagem.

TABELA 2. CONCENTRAGOES E QUANTIDADES DOS REAGENTES UTILIZADOS PARA A
REACAO DE AMPLIFICACAO (PCR)

Reagentes Concentracéao Quantidade por reacéo
Master Mix 1X*/0,8X** 3,0 uL
Sonda + Primers 0,5X 0,3 uL
DNA 20 ng/pL 3,0 uL
H2O destilada - 1,7 pL
Volume final - 8 uL

NOTA: * Master Mix da marca Life®, utilizada para a genotipagem dos polimorfismos rs9939609 do
gene FTO, rs1800977 e rs2230806 do gene ABCAL e rs2279796 do gene ABCA7. ** Master Mix da
marca Roche® utilizada para a genotipagem dos polimorfsimos e rs692383 e rs3827225 do gene
ABCG1.
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4.6 Organizacéo e delineamento das anélises

O estudo contou com dois tipos de analises para verificar a existéncia de
efeito dos polimorfismos genéticos nos niveis de cada variavel: uma andlise
transversal e uma longitudinal, onde as variaveis independentes consideradas foram
0S genotipos e as variaveis dependentes consideradas foram as demais variaveis
(antropométricas e bioquimicas). Para o estudo transversal foi feita a medicdo das
variaveis no momento antes e no momento depois da intervencao dietética (exceto
variaveis genéticas), a fim de descrever a existéncia de associacdo entre as
variaveis dependentes e independentes nesses dois momentos. Ja para o estudo
longitudinal verificou-se a variacdo das variaveis (medida pela diferenca entre os

momentos) promovidas pela intervencao dietética.

4.7 Anédlises Estatisticas

Os dados foram tabulados e armazenados em planilhas do Excel®. O
levantamento das frequéncias alélicas e genotipicas para cada um dos
polimorfismos foi realizado por contagem direta e o equilibrio de Hardy-Weinberg foi
verificado com o teste de x>.

Testes de contingéncia foram aplicados para verificar diferencas na frequéncia
dos gendtipos e/ou dos alelos entre 0os grupos acima e abaixo da mediana para cada
variavel quantitativa.

A normalidade da distribuicdo das variaveis continuas foi testada por meio do
teste de Kolmogorov-Smirnov com corre¢cdo de Lilliefors. Devido ao fato das
variaveis nao apresentarem distribuicdo normal, as comparacdes de médias foram
realizadas por meio dos testes Mann Whitney para amostras independentes e
Wilcoxon para amostras pareadas.

Para as andlises baseadas em estratificacdo genotipica (comparacdo entre
genotipos) os modelos de interacdo alélica de dominancia, recessividade e
codominéncia foram testados para todos os polimorfismos e o modelo mais
adequado para cada um foi escolhido para discussdo, baseado na literatura ou de

acordo com os resultados obtidos.
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A analise de regressdo multipla foi utilizada para avaliar modelos de
causalidade entre varidveis independentes (polimorfismos avaliados) e dependentes
(variaveis antropométricas e bioguimicas). Além disso, para os polimorfismos que se
mostraram fatores independentes na determinacdo dos niveis e medidas das
variaveis, foram realizadas andlises de regressao logistica no Programa R® para
predicéo do risco com a utilizacao do pacote PREDICTABEL®.

A significancia estatistica adotada para os testes de probabilidade foi de 0,05
(5%).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise descritiva e efeito da intervencdao dietética

Independentemente do gendtipo, a dieta foi eficiente na reducdo de IMC,
circunferéncia da cintura e circunferéncia abdominal (p<0,001 para todos), assim
como na reducdo do colesterol total (p= 0,008) (Tabela 3), o que demostra a
importancia da alimentagcdo na reducdo e manutencdo do peso saudavel. Além
disso, houve uma indesejavel reducédo de HDL-c (p<0,001).

TABELA 3 —NCOMPARAQ(N)ES ENTRE AS MEDIAS DAS VARIAVEIS DE ANTES E DEPOIS DA
INTERVENCAO DIETETICA

Variaveis N Antes = SD Depois + SD p

IMC (Kg/m?) 134 35,06 + 5,30 34,17 + 5,33 <0,001
CC (cm) 131 95,78 + 9,87 92,42 + 11,38 <0,001
CA (cm) 134 109,46 + 11,59 102,33 + 11,03 <0,001
CT (mg/dL) 133 190,4 + 36,32 187,92 + 34,81 0,008
HDL-c (mg/dL) 129 52,12 + 12,93 47,56 £ 10,94 <0,001
TG (mg/dL) 132 137,75 + 67,57 142,63 + 74,17 0,994
LDL-c (mg/dL) 134 110,71 + 29,36 111,83 + 28,89 0,527
VLDL (mg/dL) 132 27,55+ 13,51 28,53 + 14,83 0,989

NOTA: SD: desvio padréo; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol
total; TG: triglicerideos.

Analisando as diferencas médias das variaveis entre o antes e depois da
intervencado dietética, houve uma redugcédo meédia de 2,33 + 2,97 Kg no peso, 0,9 £
1,19 Kg/m2 no IMC, 3,93 + 4,04 cm de circunferéncia da cintura e 7,71 £ 5,25 cm de
circunferéncia abdominal. Nos dados bioquimicos, houve reducdo média de 4,3 *
21,67 mg/dL no colesterol total e 4,42 + 6,39 mg/dL no HDL-c. Os dados de glicemia
foram retirados das analises devido a problemas técnicos durante a coleta das

amostras de sangue.
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5.2 Polimorfismo rs9939609 do gene FTO

Para o polimorfismo rs9939609 do gene FTO, foram identificados os
gendtipos de 199 das 211 mulheres que faziam parte da amostra. Nao foi possivel
identificar o gendtipo de todas devido a ndo amplificacdo dos segmentos do gene na
reacdo de PCR (o mesmo vale para os demais polimorfismos genotipados neste
trabalho). As frequéncias genotipicas deste polimorfismo estdo em equilibrio de
Hardy-Weinberg, de acordo com a Tabela 4, onde também estdo as frequéncias

alélicas.

TABELA 4 — FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DO SNP RS9939609 DO GENE FTO.
Frequéncia Genotipica (%)

Frequéncia Alélica (%)

Desvio
N . p
A T padrdo  Ap AT T
199 47,5 52,5 0,00125 25 44 31 0,219

NOTA: Valores de p correspondem ao Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Na andlise transversal, foi testada a influéncia da presenca do alelo A na
variacdo dos parametros antropométricos e bioquimicos no momento inicial (antes
da intervencgao) e final (depois da intervengao) (Tabela 5). Nao foi identificado efeito
da presenca do alelo A nessas variaveis em nenhum dos momentos do estudo. O
efeito do gendtipo pode néo ter sido detectado devido ao pequeno nimero amostral,
0 que reduz o poder estatistico da amostra.

PETKEVICIENE e colaboradores (2016) destacam que o fato de nem todos
os portadores do alelo A de FTO estarem com sobrepeso ou obesidade indica que
existem interacdes genéticas e/ou ambientais ainda ndo consideradas que podem

favorecer ou retardar o ganho de peso.
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TABELA 5 — COMPARAGCAO ENTRE AS MEDIAS DAS VARIAVEIS NAS MULHERES PORTADORAS E NAO PORTADORAS DO ALELO A DO RS9939609
DO GENE FTO NOS MOMENTOS ANTES E DEPOIS DA INTERVENGCAO DIETETICA

Antes da intervencao

Depois da intervencao

AA + AT TT AA + AT TT
P p

Variaveis N Média + SD N Média + SD N Média + SD N Média + SD

IMC (Kg/m?) 93  3507+452 36  3513+644 0411 91 34,28 + 4,81 35  33,96%582 (431
CC (cm) 93 95,7 + 9,57 36  96,49+102 0,797 92 92,5+ 11,11 38 9297+117  (g79
CA (cm) 130 109,29+11,18 36  109,9+1227 0,985 93 102,81 +11,1 38 101,49+10 g1
CT (mg/dL) 130 190,94 +36,63 59  193,2+3557 0,727 91 186,6£33,49 37  196,24%3625 (192
HDL-c (mg/dL) 130 53,07+1394 59  50,78+107 042 91  4725+1112 37  49.05+1091 0312
TG (mg/dL) 130 136,75+622 59 14544+8139 0412 91  14649+7187 37 14211+8421 0,63
LDL-c (mg/dL) 130 11062+2898 59  11304+31,35 0,835 91  11005+26,98 37 118,77+33,65 0,247
VLDL (mg/dL) 130 27,35+1244 59  2909+16,28 0412 91 29,3 + 14,37 37 28,42+1684 0,63

NOTA: CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol total; TG: triglicerideos.
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Foi realizada, entdo, uma analise longitudinal para verificar se o alelo A do
polimorfismo investigado influenciou nas mudancas das varidveis analisadas frente a
intervencao dietética. Nesta analise, as diferencas (valores antes — valores depois)
meédias destas variaveis foram comparadas entre as portadoras do alelo A e as nao
portadoras (modelo dominante) (Tabela 6). Observou-se que as portadoras do alelo
A ndo se beneficiaram igualmente da intervencdo dietética, pois perderam, em
meédia, 2,7 cm a menos de circunferéncia abdominal, e reduziram, em média, 3,03
mg/dL a mais seus niveis de HDL-c, comparadas as nao portadoras (TT).

TABELA 6 — COMPARACAO ENTRE AS DIFERENCAS MEDIAS NAS PORTADORAS E NAO
PORTADORAS DO ALELO A DO RS9939609 DO GENE FTO

AA + AT TT
., . p

Variaveis N Média + SD N Média + SD

IMC (Kg/m?) 91 -0,77 +1,13 35 -1,29 +1,28 0,103
CC (cm) 89 -3,44+4,3 35 -5,02 + 3,25 0,143
CA (cm) 90 -6,88 + 4,63 35 -9,58 * 6,48 0,040
CT (mg/dL) 89 -5,64 + 21,61 37 -0,7 + 23,6 0,482
HDL-c (mg/dL) 89 5,38+ 6,76 37 -2,35+5,33 0,027
TG (mg/dL) 90 -3,87 + 43,27 37 -3,13+ 63 0,378
LDL-c (mg/dL) 89 -1,4 + 20,37 37 1,02 + 18,51 0,620
VLDL (mg/dL) 90 0,77 + 8,65 37 0,63+ 12,6 0,379

NOTA: O célculo das diferencas foi feito pela subtracdo simples das medidas de depois e antes da
intervencao dietética. SD: desvio padrdo; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal;
CT: colesterol total; TG: triglicerideos.

Para confirmar se as diferencas, induzidas pela intervencédo dietética,
sofreram influéncia do alelo A do polimorfismo rs9939609 do gene FTO, foi realizada
uma analise de regressao multipla, onde um modelo de causalidade entre as
variaveis analisadas foi testado: os valores das diferencas (antes — depois da
intervencéo) de circunferéncia de cintura e de HDL-c foram incluidas como variaveis

dependentes do efeito independente do polimorfismo rs9939609 e dos valores das
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diferencas de IMC. O efeito do polimorfismo nas mudancas dessas variaveis em

resposta a intervencao dietética foi confirmado, como é apresentado na Tabela 7.

TABELA 7 — ANALISE POR REGRESSAO MULTIPLA PARA O SNP RS9939609 DO GENE FTO

Variavel Variaveis independentes
. B SE p
dependente consideradas
Gendtipo 2,03+1,02 0,047
Variagcdo de CA
IMC 1,27 £+ 0,38 0,001
Gendtipo -2,7+1,31 0,042
Variagdo no
HDL-c IMC 1,27 0,5 0,012

NOTA: O modelo de interagcdo alélica considerado foi o de dominancia do alelo A. Sendo CA:

circunferéncia abdominal; B: coeficiente angular; SE: erro padrao.

Buscou-se, além disso, avaliar o quanto a presenca do alelo A e a variacdo

nos valores de IMC representam de risco para uma menor perda de circunferéncia

abdominal e uma maior perda de HDL-c em funcao da intervencéao dietética.

Para isso, foram realizados testes de predicdo de risco, resultando nos

Gréficos 8A (para a variacdo de circunferéncia abdominal) e 8B (para a variacdo de

HDL-c) contendo a curva ROC (Receiver Operating Characteristic).

Quanto maior a precisdo do modelo de risco (composto pelas variaveis

independentes) para a ocorréncia do fendétipo desfavoravel (nesse caso, perdas na

circunferéncia abdominal abaixo da mediana (6,9 cm), e perdas nos niveis de HDL-c

acima da mediana (4 mg/dL)), maior € a medida de AUC (Area Under the ROC

Curve), ou seja, maior € a area acima da reta (0,5<AUC<1).
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GRAFICO 8 — CURVAS ROC PARA VERIFICACAO DO RISCO REPRESENTADO PELA
PRESENCA DO ALELO A DO SNP rs9939609 DO GENE FTO E DA VARIACAO DE IMC NA
DIMINUICAO DE CA ABAIXO DA MEDIANA (A) E NA DIMINUICAO DE HDL-C ACIMA DA MEDIANA
(B). Sendo CA: circunferéncia abdominal; IMC: indice de massa corporal; Cl: intervalo de confianga;
OR: odds ratio.

Desta forma pode-se observar que a presenca do alelo A conferiu um risco
maior para a menor reducao das medidas de circunferéncia abdominal (OR= 0,3926;
p= 0,0283), assim como o mesmo alelo representou risco maior para a reducao
maior nos niveis de HDL-c (OR= 0,4279; p= 0,0526).

Segundo LIGUORI e colaboradores (2014), a funcéo biolégica no gene FTO
em humanos ndo estad totalmente esclarecida, mas existem fortes evidéncias

sugerindo que ele influencia no comportamento alimentar. MARTINS e
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colaboradores (2016) e RAUHIO e colaboradores (2013) encontraram em mulheres
gravidas e mulheres ndo gravidas, respectivamente, associagcédo do alelo A com um
maior IMC. Na amostra deste estudo, porém, ndo foi confirmada associacédo do alelo
A com um maior IMC. Esse fato pode ter sido influenciado pela composicdo da
amostra que contou apenas com mulheres de IMC maior que 30Kg/m?, restringindo
os valores de IMC a uma faixa de variacdo pequena. Além disso, para checar tal
associacao seria também necessario comparar as frequéncias do alelo encontradas
em nossa amostra com uma amostra de mulheres com valores de IMC dentro das
faixas de normalidade.

A menor perda de circunferéncia abdominal estimulada pela intervencgao
dietética verificada entre as portadoras do alelo A pode ter sido causada, dentre
outros possiveis fatores, pela associacdo deste alelo com maior ingestdo de comida
e reducdo da saciedade (FAROOQI, 2011; PETKEVICIENE et al., 2016). Desta
forma, as portadoras do alelo A podem ter ingerido mais energia do que as
recomendacdes da dieta, prejudicando a perda de circunferéncia abdominal.
Corroborando essa hipétese, LIVINSTONE e colaboradores (2015) encontraram, em
uma meta-analise, que adultos portadores do alelo A ingerem significativamente
mais gordura e proteinas.

Outrossim, podem haver mecanismos de atuacdo do FTO no tecido adiposo,
0S quais podem prejudicar a perca de peso e medidas mesmo durante uma dieta de
restricio caldrica. WAHLEN e colaboradores encontraram uma atividade lipolitica
30% maior em mulheres saudaveis portadoras do genétipo TT do nas portadoras do
alelo A, independentemente do IMC. Além disso, KRING e colaboradores (2008)
encontraram, em homens, associacdo do genétipo homozigoto AA com um maior
depdsito de gordura abdominal, além de mais gordura periférica. Destacam, porém,
gue esse aumento de gordura associado com FTO é devido a um aumento total da
massa adiposa e ndo somente ao acumulo de gordura abdominal. Em homens,
aparentemente, a associacao de FTO com o IMC esta mais bem esclarecida do que
em mulheres (RAUHIO et al.,, 2013). Isso pode ser devido as modificacbes
hormonais ocorridas ao longo da vida nas mulheres, que podem estar interagindo
com o efeito deste gene e seus polimorfismos.

O fato das portadoras do alelo A apresentarem uma menor reducdo de
circunferéncia abdominal ap6s a intervencdo dietética torna-se especialmente

importante devido aos riscos associados ao acumulo de gordura abdominal,
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principalmente a visceral, em mulheres. As mulheres em menopausa possuem um
aumento do acumulo de gordura nessa regido, comparadas as mulheres que néo
estdo na menopausa, independentemente da quantidade de massa adiposa
corporal. Esse aumento de gordura € devido, principalmente, a reducédo dos niveis
de hormonios esteroides, particularmente o estrogénio, um importante fator de
redistribuicdo de gordura por todo o corpo (TOTH et al.,, 2000; KANALEY et al.,
2001). Desta forma, novas investigacbes sdo necessarias para verificacdo da
existéncia de um maior acumulo de gordura abdominal influenciada pelo alelo A do
polimorfismo rs9939609 do gene FTO em mulheres pré e pos-menopausa, a fim de
identificar possiveis interac6es hormonais com o efeito deste polimorfismo.

O fato das portadoras do alelo A perderem mais HDL-c do que as nao
portadoras e a confirmagcdo de que o mesmo confere um risco maior para isso,
corrobora o que LIGOURI e colaboradores (2014) encontraram em uma populacao
obesa do sul da Italia, onde o polimorfismo rs9939609 foi associado com o aumento
do risco em desenvolver doencas cardiovasculares e Sindrome Metabdlica (SMet),
uma complicacdo da obesidade, ja que baixas concentracdes de HDL-c constituem
um fator de risco para estas doencgas.

A SMet é caracterizada por hipertensado, hipertrigliceridemia, hiperglicemia,
baixos niveis de HDL-c e obesidade. AL-ATTAR e colaboradores (2008)
encontraram um aumento do risco de desenvolver a SMet em individuos néo
caucasianos portadores do alelo de risco (A), principalmente associado a baixos
niveis de HDL-c. Os resultados encontrados neste trabalho reforcam a associacéo
do polimorfismo rs9939609 com a obesidade e suas complicacdes. Estudos
funcionais, porém, devem esclarecer as rotas metabdlicas de atuacdo de FTO, a fim
de se entender como atua este gene no desenvolvimento e propensao a obesidade

e suas comorbidades.

5.3 Polimorfismo rs1800977 do gene ABCA1

Para o rs1800977 do gene ABCAL foram identificados os genotipos de 209
das 211 mulheres que faziam parte da amostra. As frequéncias genotipicas deste
polimorfismo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, assim como apresentado na

Tabela 8, onde também estao as frequéncias alélicas.
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TABELA 8 — FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DO SNP RS1800977 DO GENE ABCA1
Frequéncia Alélica (%)

Frequéncia Genotipica (%)

Desvio
N . p
A G padrao  Ap AG GG
209 37,3 62,7 0,01144 13,4 47,8 38,8 0,947

NOTA: Valores de p correspondem ao Equilibrio de Hardy-Weinberg.

As médias das variaveis estratificadas pelo gendtipo foram comparadas numa
andlise transversal, nos momentos antes e depois da intervencdo dietética, para
verificar a existéncia de diferencas entre portadoras e ndo portadoras do alelo A.
Como pode ser visto na Tabela 9, ndo houveram diferencas significativas entre as

portadoras e ndo portadoras do alelo A em nenhum dos momentos do estudo.
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TABELA 9 — COMPARAGAO ENTRE AS MEDIAS DAS VARIAVEIS NAS MULHERES PORTADORAS E NAO PORTADORAS DO ALELO A DO SNP
RS1800977 DO GENE ABCA1 NOS MOMENTOS ANTES E DEPOIS DA INTERVENCAO DIETETICA

Antes da intervencao

Depois da intervengéo

AA + AG GG AA + AG GG
P p

Variaveis N Média + SD N Média + SD N Média + SD N Média + SD

IMC (Kg/m?) 86 34,96 + 5,36 52 3521+525 0,794 83 34,33 +5,52 52 3391+506 (567
CC (cm) 86 95,64 + 9,74 52  96,01+10,18 0,956 86 92,49 + 11,2 53 92,3+11,76 (695
CA (cm) 86 109,76 +11,54 52 10897 +11,76 0527 87  10251+1112 53  102,03+10,99 (723
CT (mg/dL) 121 190,1+3588 77  190,3+3749 089 84  190,13%£3278 52 18435%3792 (117
HDL-c (mg/dL) 121  52,04+1341 77 52,36+1237 0,380 84 48,07 + 11,81 52 46,73+941 0,814
TG (mg/dlL) 121 136,37+61,7 77 138947647 0944 84  14328+8262 52 14158+58,72 0,418
LDL-c (mg/dL) 121 110942933 77  109,93+29,79 0,939 84 113,4 + 28,97 52  109,3+28,85 0,254
VLDL (mg/dL) 121 27,27+1234 77  27,78+1529 0,944 84 28,66 + 16,52 52 28,31+11,74 0,418

NOTA: SD: desvio padrao; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol total; TG: triglicerideos.
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Quando analisados os valores das diferencas das varidveis em funcéo da
intervencao aplicada, entretanto, houve diferenca significativa entre as portadoras e
as nao portadoras do alelo A no IMC (Tabela 10).

TABELA 10 — COMPARAGAO ENTRE AS DIFERENGAS MEDIAS NAS MULHERES PORTADORAS
E NAO PORTADORAS DO ALELO A DO SNP RS1800977 DO GENE ABCA1

AA + AG GG
p
L N Média + SD N Média + SD

Variaveis

IMC (Kg/m?2) 82 -0,66 + 1,16 52 -1,3+1,14 0,001
CC (cm) 81 -3,76 = 4,37 51 -4,28 + 3,47 0,662
CA (cm) 83 -7,82 + 4,87 51 -7,53 +£5,87 0,74
CT (mg/dL) 82 -3,65 + 20,13 51 -5,98 + 24 0,546
HDL-c (mg/dL) 83 -4,46 £ 6,17 51 -4,35+ 6,78 0,978
TG (mg/dL) 83 4,69 + 50,66 51 3,84+429 0,97
LDL-c (mg/dL) 83 0,1+ 18,55 51 -2,4 + 20,44 0,503
VLDL (mg/dL) 83 0,94 + 10,13 51 0,77 + 8,58 0,951

NOTA: O célculo das diferencas foi feito pela subtracdo simples das medidas de depois e antes da
intervencao dietética. SD: desvio padrao; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal;
CT: colesterol total; TG: triglicerideos.

As portadoras do alelo A perderam, em média, 0,64 Kg/m2 a menos de IMC
do que as nao portadoras. Nao foram encontradas diferencas significativas entre os
genotipos nos niveis de lipideos séricos. GENGIVIR e colaboradores (2008) e
PORCHAY-BALDERELLI e colaboradores (2008) também n&o encontraram
diferencas significativas nos niveis de lipideos séricos entre as portadoras do alelo A
e ndo portadoras, em amostras da populacao brasileira e francesa, respectivamente.

PORCHAY-BALDERELLI e colaboradores (2009) encontraram, no entanto,
uma frequéncia menor do gendtipo AA em pacientes que sofreram infarto do
miocardio, ou seja, esse alelo pode estar associado a um efeito de protecéo contra

esta doenca, mesmo sem alterar os niveis de lipideos séricos. Controversamente, o
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alelo A foi associado com infarto cerebral em uma amostra da populagéao japonesa
(YAMADA et al., 2008).

O infarto cerebral € comumente causado pela deposicdo de placas
ateroscleroticas (YAMADA et al.,, 2008), sendo a sua etiologia semelhante a do
infarto do miocéardio. A atuacdo da proteina ABCAL nesse processo é a de protecado
do leito vascular contra a aterosclerose, pois esta diretamente relacionada com a
formacdo de HDL-c, lipoproteina que realiza o transporte reverso do colesterol. O
mecanismo que leva a esta associacdo encontrada por YAMADA e colaboradores
(2008), porém, ndo estda bem claro, portanto, essa associacdo pode ser devido a
outros fatores que ndo a mudanca dos niveis de lipideos séricos.

Meta-analises podem ajudar na elucidacdo destes resultados controversos,
pois conseguem fazer andlises com um numero maior de individuos, a partir de
pesquisas ja publicadas. Na meta-andlise realizada por YIN e colaboradores (2015),
foi encontrado que o risco de desenvolver aterosclerose em portadores do alelo A é
1,14 vezes maior do que em ndo portadores.

O fato da amostra estudada neste trabalho ndo apresentar diferencas
significativas nos niveis de lipideos séricos esta de acordo com a literatura, pois,
aparentemente, este polimorfismo ndo causa alteracbes nestas variaveis.
Considerando a associacado do alelo A com o risco aumentado em desenvolver
aterosclerose (YIN et al., 2015), os resultados encontrados para peso e IMC podem
ajudar a elucidar essa questdo. Obesos possuem uma maior circulacdo de energia,
isso pode resultar no acimulo de gordura em outros tecidos e este acumulo esta
diretamente relacionado com dislipidemias, fator de risco para aterosclerose
(MARCELIN; CHUA, 2010). A associacao do alelo A com a aterosclerose pode ser
devido a uma maior dificuldade na perda de peso e, consequentemente, menor
reducdo do IMC em seus portadores, mesmo frente a uma intervencao dietética de
reducdo caldrica.

5.4 Polimorfismo rs2230806 do gene ABCA1

Para o polimorfismo rs2230806 do gene ABCAL, foram identificados os
genaotipos de 205 das 211 mulheres que faziam parte da amostra. As frequéncias

genotipicas deste polimorfismo ndo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, de
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acordo com a Tabela 11, onde também estdo as frequéncias alélicas. Possiveis

erros técnicos que resultassem no desequilibrio das frequéncias foram descartados.

TABELA 11 — FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DO SNP RS2230806 DO GENE ABCA1

Frequéncia Alélica (%) Frequéncia Genotipica (%)

Desvio
N . p
C T padrdo ¢ cT T
205 60,0 40,0 001185 45,8 28,3 259  <0,001

NOTA: O valor de p corresponde ao Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Na analise transversal do momento antes da intervencao dietética, ndo foram
identificadas diferencas significativas nas variaveis entre os trés genétipos (Tabela
12). No momento depois da intervencéo, por outro lado, houve diferenca significativa
entre os gendtipos CC e TT nos niveis de colesterol total (Tabela 13). As portadoras
do gendtipo TT, ao fim da intervencdo dietética, estavam com, em média, 14,17

mg/dL de colesterol total a menos que as portadoras do gendtipo CC.
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TABELA 12 — COMPARACAO ENTRE AS MEDIAS DAS VARIAVEIS NAS MULHERES PORTADORAS DOS GENOTIPOS CC, CT E TT DO SNP
RS22308066 DO GENE ABCA1 ANTES DA INTERVENCAO DIETETICA

Antes da intervencgéo

cC cT TT CCxCT CCxTT CTxTT

Variaveis N Média + SD N Média + SD N Média + SD p p p

IMC (Kg/m?) 64 34,91 +5,13 38 34,36 + 5,72 34 36,35 + 5,15 0,582 0,114 0,07
CC (cm) 64 95,9 + 9,53 38 94,8 + 9,93 34 97,19+10,61 0,714 0,609 0,367
CA (cm) 64 109,36 +10,81 38 107,99 + 12,39 34 111,78+1226 0,535 0,389 0,243
CT (mg/dL) 89  191,09+37,06 55 191,07 + 39,04 50 185,52 + 33,02 0,789 0,499 0,857
HDL-c (mg/dL) 89 51,0 + 12,29 55 52,16 + 12,94 50 53,48 + 14,33 0,669 0,219 0,484
TG (mg/dL) 89  140,03+80,99 55 137,78 + 61,26 50 129,74 + 46,54 0,882 0,928 0,802
LDL-c (mg/dL) 89  112,03+3049 55 111,35 + 31,02 50 106,09 + 25,89 0,617 0,342 0,686
VLDL (mg/dL) 89 28,01 + 16,2 55  27,5564+1225 50 25,95 + 9,31 0,882 0,928 0,802

NOTA: SD: desvio padrao; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol total; TG: triglicerideos.
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TABELA 13 — COMPARAGCOES ENTRE AS MEDIAS DAS VARIAVEIS NAS MULHERES PORTADORAS DOS GENOTIPOS CC, CT E TT DO SNP
RS2230806 DO GENE ABCA1 DEPOIS DA INTERVENCAO DIETETICA

Depois da intervencgéo

cC cT TT CCxCT CCxTT CTxTT

Variaveis N Média + SD N Média + SD N Média + SD p p p

IMC (Kg/m?) 64 34,18 + 5,09 37 33,37 + 5,91 33 35,19 + 5,11 0,376 0,271 0,081
CC (cm) 68 92,72+10,94 37 91,45 + 11,84 33 93,18 + 12,04 0,562 0,957 0,564
CA (cm) 69 102,45+ 11,2 37 100,57 + 10,37 33 104,44 +11,29 0,54 0,413 0,184
CT (mg/dL) 66  190,62+31,37 37 191,81 + 41,82 31 176,45+ 32,13 0,804 0,048 0,21
HDL-c (mg/dL) 66 46,57 +10,32 37 49,94 + 11,42 31 45,84 +10,59 0,126 0,76 0,144
TG (mg/dL) 66  14542+80,72 37 145,94 + 78,09 31 131,74 +5528 0,904 0,668 0,693
LDL-c (mg/dL) 66 114,96 +2896 37 112,67 + 33,34 31 104,26 + 22,43 0,364 0,079 0,385
VLDL (mg/dL) 66 29,08 16,14 37 29,19 + 15,62 31 26,35 + 11,05 0,904 0,668 0,693

NOTA: SD: desvio padrao; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol total; TG: triglicerideos.
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As portadoras do gendtipo TT beneficiaram-se mais da dieta do que as
portadoras do genétipo GG para reducdo dos niveis de colesterol total. Enquanto
que a perda de colesterol nas portadoras do genotipo GG néao foi significativa (p=
0,239), as portadoras do genoétipo TT perderam 9,07 mg/dL (p= 0,011). Esses
resultados demonstram o possivel efeito de protecdo do gendtipo TT contra altos
niveis de colesterol. Este efeito nos niveis de colesterol ndo foi encontrado numa
amostra de homens (KITJAROENTHAM et al., 2007), no entanto, os niveis de HDL-c
foram significativamente menores em obesos do que nos individuos controle
(eutrdficos) portadores do alelo T (gendtipos TT e CT). As diferencas nos niveis de
HDL-c em obesos encontrada por estes pesquisadores pode ser devido a
comparacao entre os niveis de lipideos entre obesos e ndo-obesos, pois ja espera-
se que 0s primeiros possuam niveis de HDL-c menores, influenciados pelo IMC alto.

Para verificar se o0 alelo T é mais frequente no grupo de mulheres com valores
abaixo ou mais frequente no grupo de mulheres com valores acima da mediana das
variaveis, foi feito um teste de contingéncia. Neste teste foram identificadas as
medianas de cada variavel, e contabilizados os alelos T e C em cada grupo (abaixo
e acima da mediana), partindo dai para a comparacdo de suas frequéncias entre
esses grupos, tanto para 0 momento antes quanto para depois da intervencéo.

No momento antes da intervencao dietética, o alelo T foi mais frequente do
qgue o alelo C no grupo de mulheres com valores de IMC maiores que a mediana
(34,16 Kg/m?) (p= 0,029). Este resultado é controverso, pois indica uma possivel
associacdo do alelo T com um maior IMC, mas explica o fato das frequéncias
genotipicas da amostra serem diferentes das esperadas para o equilibrio de Hardy-
Weinberg, onde foi encontrada uma frequéncia do gendtipo TT maior do que a
esperada para o equilibrio (observado= 53; esperado= 32,8; x°= 12,5562).

O alelo T também foi mais frequente do que o alelo C no grupo de mulheres
com valores de HDL-c maiores que a mediana (49,5 mg/dL) (p= 0,017). Este
resultado corrobora a relagédo deste alelo com efeito protetivo contra doengas
cardiovasculares, ja que concentracdes maiores de HDL-c estdo associadas a esse
efeito. Se a presenca do alelo T esta possivelmente associada a maiores
concentragbes de HDL-c sérico, esse alelo esta, entdo, provavelmente associado
com a protegcdo contra doencgas cardiovasculares, considerando que HDL baixo (<50

mg/dL para mulheres) é uma dislipidemia de risco para doencas cardiovasculares.
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Estes resultados estdo de acordo com o que WANG e colaboradores (2010)
encontraram, e reforcam a hipdtese de efeito protetivo do alelo T contra doenca
arterial coronariana. Esses autores encontraram em uma amostra da populacdo
chinesa que portadores do genoétipo TT possuiam niveis maiores de apoA-I e uma
tendéncia (p= 0,06) de niveis menores de triglicerideos comparados aos portadores
do alelo C. A apoA-l é a proteina receptora de lipideos, sendo boa parte destes
transportados para fora da célula por intermédio da proteina ABCA1l e formando,
assim, particulas de HDL-c, ou seja, a apoA-I esta associada a um efeito protetivo
contra a formacdo de placas ateroscleréticas. Além disso, esses autores
encontraram niveis de HDL-c maiores nas mulheres portadoras do alelo T do que
nas nao portadoras (genétipo CC), assim como maiores niveis de apoA-I.

O efeito protetivo do alelo T foi encontrado nesse estudo, no entanto, nao é
confirmado para todas as diferentes populagbes. PASDAR e colaboradores (2007),
por exemplo, associaram o0 alelo T com niveis menores de triglicerideos em
individuos que sofreram isquemia cerebral, mas ndo nos controles. Essa relacao
encontrada nos individuos que sofreram isquemia, entretanto, pode nao ser de
associacado direta com a doenca, ou seja, ela pode ter sido causada por outros
fatores nao relacionados com o gene ABCAL nos pacientes.

No momento apos a intervencao dietética a frequéncia do alelo T nos grupos
abaixo e acima da mediana para o IMC e o HDL-c nao diferiram significativamente
das frequéncias do alelo C. As mulheres na amostra tiveram reducao de IMC e HDL-
¢, independentemente do gendtipo, sugerindo que o efeito do alelo C (de risco) pode
ter sido atenuado pela dieta. Por outro lado, o alelo T foi mais frequente do que o
alelo C no grupo de mulheres com valores de LDL-c menores que a mediana (110,7
mg/dL) (p= 0,031). Mesmo depois da intervencao dietética o efeito protetivo do alelo
T se manteve e até ficou em maior evidéncia, pois 0 mesmo néo foi encontrado para
LDL-c no momento antes da dieta, ou seja, o beneficio da dieta ficou mais evidente

no grupo de mulheres portadoras do alelo T.
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5.5 Polimorfismo rs2279796 do gene ABCA7

Das 211 mulheres que compunham a amostra, 201 tiveram seus genotipos
identificados para o polimorfismo rs2279796 do gene ABCA7. As frequéncias
genotipicas deste polimorfismo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo

com a Tabela 14, onde também estéo as frequéncias alélicas.

TABELA 14 — FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DO SNP RS2279796 DO GENE ABCA7
Frequéncia Genotipica (%)

Frequéncia Alélica (%)

Desvio
N . p
A G padrao  Ap AG GG
201 46,0 54,0 0,01239 21,4 49,25 29,35 0,992

NOTA: Valores de p correspondem ao Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Na analise transversal do momento antes da intervencao dietética (Tabela
15), houve diferenca significativa nas variaveis de perfil lipidico quando o genétipo
GG foi comparado com o0s genétipos AA e AG, separadamente. Na comparagao
entre os trés genotipos, as portadoras do gendtipo GG apresentaram uma média de
colesterol total de 13,53 mg/dL a mais que as portadoras do gendétipo AG e 22,5
mg/dL a mais que as portadoras do genétipo AA. Da mesma forma, as portadoras do
gendtipo GG apresentaram, em meédia, 11,77 mg/dL a mais de LDL-c que as
portadoras do gendtipo AG e 20,4 mg/dL a mais que as portadoras do genétipo AA.
Estes resultados sugerem um efeito aditivo entre os alelos A e G, onde as
portadoras do genoétipo AA possuiam os menores niveis de colesterol total e LDL-c,
as portadoras do genotipo AG possuiam niveis intermediarios (porém nao
significativamente diferentes das portadoras do genétipo AA) e as portadoras do
gendtipo GG apresentaram 0s maiores niveis.

No momento depois da intervencdo (Tabela 16), a diferenca entre os
genotipos AA e GG se manteve. As portadoras do genotipo AA apresentaram uma
reducdo de 18,07 mg/dL a mais nos niveis de colesterol total e de 13,81 mg/dL a
mais no LDL-c do que as portadoras do genoétipo GG. Esse efeito pode ser devido
ao fato de que a dieta ndo proporcionou reducao significativa de colesterol total em
nenhum dos genadtipos separadamente (p= 0,052 para AA; p= 0,068 para AG e p=
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0,188 para GG) (dados nédo apresentados), assim como nao houve reducao
significativa nos niveis de LDL-c (p= 0,379 para AA; p= 0,728 para AG e p= 0,603
para GG) (dados nédo apresentados), mantendo as diferencas encontradas no
momento antes da intervencado e, consequentemente, o efeito do gendtipo.

Quando analisados os valores das diferencas das variaveis em funcdo da
intervencgédo aplicada, as diferencas encontradas no perfil liidico se mantiveram, mas
em variaveis diferentes (Tabela 17). As portadoras do gendtipo AA perderam
triglicerideos e VLDL, enquanto que as portadoras do gendtipo AG e GG ganharam,
em resposta a intervencao dietética. As portadoras do genoétipo AA reduziram 10,83
mg/dL a mais seus niveis de trigligerideos e 2,16 mg/dL a mais seus nhiveis de VLDL
que as portadoras do genotipo AG (p= 0,041 e p= 0,04, respectivamente). Em
comparacao com o genétipo GG, as portadoras do gendétipo AA apresentaram uma
tendéncia de maior reducgéo dos niveis de triglicerideos e VLDL (p= 0,079 e p=0,078,

respectivamente).



TABELA 15 — COMPARAGAO ENTRE AS MEDIAS DAS VARIAVEIS NAS MULHERES PORTADORAS DOS GENOTIPOS AA, AG E GG DO SNP

RS2279796 DO GENE ABCA7 ANTES DA INTERVENCAO DIETETICA

Antes da intervencgéo

AA AG GG AAXAG AAXGG AGxGG
Variaveis N Média + SD N Média + SD N Média + SD p p p
IMC (Kg/m?) 33 34,74+ 4,62 63 35,05 + 5,32 37 35,87 + 5,89 0,975 0,572 0,537
CC (cm) 33 94,3 +9,24 63 95,82 + 9,31 37 97,5 + 11,46 0,337 0,317 0,57
CA (cm) 33 107,72+10,07 63 110,13 + 11,39 37 110,59 + 13,54 0,385 0,568 0,974
CT (mg/dL) 42 178,59+3526 92 187,56 + 33,93 56 201,09 + 36,75 0,163 0,002 0,017
HDL-c (mg/dL) 42 52,55+ 14,69 92 51,01 + 11,88 56 52,95 + 12,25 0,992 0,57 0,441
TG (mg/dL) 42 130,93+555 92 139,38 + 73,29 56 140,59 + 69,04 0,488 0,352 0,965
LDL-c (mg/dL) 42 99,86+27,14 = 92 108,49 + 27,28 56 120,26 + 30,66 0,071 0,0002 0,013
VLDL (mg/dL) 42 26,18+11,1 92 27,88 + 14,66 56 28,12 + 13,81 0,488 0,352 0,965

NOTA: SD: desvio padrao; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol total; TG: triglicerideos.
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TABELA 16 — COMPARAGAO ENTRE AS MEDIAS DAS VARIAVEIS NAS MULHERES PORTADORAS DOS GENOTIPOS AA, AG E GG DO SNP
RS2279796 DO GENE ABCA7 DEPOIS DA INTERVENCAO DIETETICA.

Depois da intervencéo

AA AG GG AAXAG AAXGG AGxGG
Variaveis N Média + SD N Média + SD N Média + SD p p p
IMC (Kg/m?) 32 33,61+ 4,79 62 34,19 +5.21 37  34,83+587 0,675 0,52 0,803
CC (cm) 33 90,91 + 11,51 62 92,53 + 10,94 40 94,07+123 0,409 0,251 0,51
CA (cm) 33  100,48+10,46 63 102,51 + 10,81 40 103,93 + 12,07 0,373 0,218 0,586
CT (mg/dL) 33 178,39 + 32,5 61 186,75 + 33,62 37 196,46 + 36,1 0,314 0,041 0,214
HDL-c (mg/dL) 33 47,27+ 12,1 61 47,72 + 9,58 37  4757+11,44 0,555 0,934 0,441
TG (mg/dL) 33  134,39+90,09 61 139,61 + 68,33 37 154,19+ 72,03 0,342 0,103 0,281
LDL-c (mg/dL) 33  104,24+2847 61 111,11 + 29,58 37 118,05+ 25,56 0,193 0,023 0,21
VLDL (mg/dL) 33 26,88 + 18,02 61 27,92 + 13,67 37 30,84 +14,45 0,342 0,103 0,281

NOTA: SD: desvio padrao; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol total; TG: triglicerideos.
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TABELA 17 — COMPARAGAO ENTRE AS DIFERENGAS MEDIAS NAS MULHERES PORTADORAS DOS GENOTIPOS AA, AG E GG DO SNP RS2279796
DO GENE ABCAY

AA AG GG AAXAG AAXGG AGxGG
Variaveis N Média + SD N Média + SD N Média + SD p p p
IMC (Kg/m?) 32 -1,09 + 0,74 62 -0,85 + 1,09 37 -1,04+ 1,3 0,076 0,652 0,435
CC (cm) 32 -3,85 + 4,29 61 -3,52 + 4,08 37 -4,39 + 3,69 0,312 0,863 0,194
CA (cm) 32 -7,54 + 5,47 62 -7,91+5,22 36 -7,73 £5,41 0,552 0,694 0,696
CT (mg/dL) 33 -2,67 £ 21,12 59 -4,53 + 16,68 36  -6,32+29,34 0,864 0,944 0,928
HDL-c (mg/dL) 33 -4,52 + 5,26 59 -4,66 + 6,75 37 -4,51 + 7,05 0,619 0,972 0,772
TG (mg/dL) 33 -3,25 + 59,04 59 7,58 + 40,33 37 6,65 + 49,6 0,041 0,079 0,775
LDL-c (mg/dL) 33 2,7 + 18,86 59 -1,38 + 15,97 37  -3,49+2459 0,563 0,394 0,71
VLDL (mg/dL) 33 -0,65 + 11,81 59 1,51 + 8,07 37 1,33+ 9,92 0,04 0,078 0,77

NOTA: O célculo das diferencas foi feito pela subtracdo simples das medidas de depois e antes da intervencdo dietética. SD: desvio padrdo; CC:
circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol total; TG: triglicerideos.
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O teste de regressdo multipla considerando o colesterol total e o LDL-c como
variaveis dependentes deste polimorfismo e dos valores de IMC confirmou os
resultados encontrados no momento antes da intervencéo dietética. Ja no momento
depois da intervencao, a regressdo mdultipla ndo confirmou o efeito dos gendtipos
sobre de LDL-c, porém mostrou uma tendéncia de associacdo dos genoétipos com o
colesterol total, como € apresentado na Tabela 18.

TABELA 18 — ANALISE POR REGRESSAO MULTIPLA PARA O SNP RS2279796 DO GENE ABCA7

Variavel Variaveis independentes
_ B *SE p
dependente consideradas
Genotipo 11,95 + 4,3 0,0063
CT1
IMC 1 -1,66 + 0,59 0,006
Gendtipo 9,85+ 3,53 0,0061
LDL-c 1
IMC 1 2,44 + 0,49 0,0268
Gendtipo 8,18 +4,21 0,054
CT2
IMC 2 -0,81 + 0,56 0,152
Gendtipo 5,7 + 3,54 0,11
LDL-c 2
IMC 2 -0,45 + 0,48 0,34

NOTA: O modelo de interag&o alélica considerado foi o de auséncia de dominancia. Os valores de CT
1, LDL-c 1 e IMC 1 correspondem aos valores do momento antes da intervencéo dietética. Os valores
de CT 2, LDL-c 2 e IMC 2 aos valores do momento depois da intervencédo dietética. Sendo CT:
colesterol total; IMC: indice de massa corporal; B: coeficiente angular; SE: erro padréo.

Para testar com que precisao pode-se afirmar que héa influencia dos gendétipos
e do IMC (variaveis independentes) sobre o colesterol total e LDL-c (variaveis
dependentes) nos momentos antes e depois da intervencado, foram realizados testes
de predicdo de risco, resultando nos Graficos 9A (para o colesterol total antes da
intervencao), 9B (para o colesterol total depois da intervecdo), 10A (para LDL-c
antes da intervencéo) e 10B (para LDL-c depois da intervencdo, que contém a curva
ROC (Receiver Operating Characteristic).

Quanto maior a precisdo do modelo de risco (composto pelas variaveis
independentes) para a ocorréncia do fenotipo desfavoravel (nesse caso, valores de

CT antes acima da mediana (185 mg/dL); CT depois acima da mediana (187 mg/dL),
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LDL-c antes maior que a mediana (106,2 mg/dL); LDL-c depois maior que a mediana
(110,2 mg/dL)), maior € a medida de AUC (Area Under the ROC Curve), ou seja,

maior € a area acima da reta (0,5<AUC<1).
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GRAEICO 9 — CURVAS ROC PARA VERIFICACAO DA PRECISAO DE ASSOCIACAO DOS
GENOTIPOS PARA O SNP rs2279796 DO GENE ABCA7 E DOS VALORES DE IMC NO CT ANTES

(A) E NO CT DEPOIS DA INTERVENCAO DIETETICA (B). Sendo: CT: colesterol total; IMC: indice de
massa corporal; Cl: intervalo de confian¢a; OR: odds ratio.
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GRAFICO 10 — CURVAS ROC PARA VERIFICACAO DA PRECISAO DE ASSOCIACAO DOS
GENOTIPOS PARA O SNP rs2279796 DO GENE ABCA7 E DOS VALORES DE IMC NO LDL-C
ANTES (A) E NO LDL-C DEPOIS DA INTERVENCAO DIETETICA (B). Sendo: IMC: indice de massa
corporal; Cl: intervalo de confian¢a; OR: odds ratio.

Desta forma pode-se observar que o gendtipo GG conferiu um risco de OR=
1,7269 (p= 0,0329) vezes maior de que as suas portadoras tivessem niveis de
colesterol total maiores que a mediana (185,0 mg/dL) e um risco de OR= 2,1653 (p=
0,0038) de que suas portadoras tivessem niveis de LDL-c maiores que a mediana
(106,2 mg/dL) no momento antes da dieta. No momento depois da intervengao
dietética, também foi confirmado o risco de OR= 1,7754 (p= 0,0306) vezes maior de

as portadoras do gendtipo GG tivessem niveis de colesterol total maiores que a
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mediana (187,0 mg/dL) e o risco de OR= 1,7597 (p= 0,0325) vezes maior de as
portadoras deste gendtipo tivessem niveis de LDL-c maiores que a mediana (110,2
mg/dL).

Para verificar se o alelo G é mais frequente no grupo de mulheres com
valores abaixo ou acima da mediana das variaveis, foi feito um teste de contingéncia
onde foram verificadas as medianas de cada variavel, feito um levantamento da
guantidade de alelos A e G nos grupos abaixo e acima da mediana e as frequéncias
de cada grupo foram comparadas. No momento antes da intervencéo dietética, o
alelo G teve uma frequéncia maior do que o alelo A no grupo de mulheres com
valores de colesterol total acima da mediana (185,0 mg/dL) (p< 0,001). Da mesma
forma, no momento depois da intervencédo dietética, o alelo G foi mais frequente do
gue o alelo A no grupo de mulheres com valores de LDL-c maiores que a mediana
(110,2 mg/dL) (p= 0,013). Tendéncias de associacdo também foram encontradas
para triglicerideos e VLDL, onde o alelo G teve uma maior frequéncia no grupo de
mulheres com niveis acima da mediana (121,0 mg/dL e 24,2 mg/dL,
respectivamente) (p= 0,083 para ambas variaveis). Desta forma, o alelo G parece
estar associado a maiores niveis de colesterol total, LDL-c, triglicerideos e VLDL.

A proteina ABCA7 possui cerca de 60% de homologia com a proteina ABCAL,
mas as suas fungdes de transporte sdo diferentes. WANG e colaboradores (2003)
mostraram que, como ABCAL, a proteina ABCA7 também possui ligacdo com apoA-I
e transporta, por mediacdo desta quando estd com baixa concentracdo de lipideos,
fosfolipideos para fora da célula. Entretanto, a proteina ABCA7, diferentemente da
ABCA1, nédo promove efluxo de colesterol para apoA-l. Nao obstante, foi verificado
que em macrofagos a expressao do gene ABCA7 é sensivel aos niveis de colesterol
dentro da célula, de forma que quanto maiores 0s niveis colesterol, menores 0s seus
niveis de expressao (KAMINSKI et al., 2000). A inducdo da reducdo da expressao
de ABCA7 ndao resultou na alteracédo dos niveis de efluxo de lipideos de macrofagos
e isso faz com que o papel da proteina ABCA7 na regulagédo dos niveis de lipideos
séricos continue desconhecido.

Embora a contribuicdo de ABCA7 para o efluxo de lipideos ndo pareca ser
significativa, esta proteina pode estar desempenhando seu papel em
microambientes de tecidos especificos. Considerando que 0s rins sdo um importante
local de catabolismo de apoA-I e que a expressao de ABCA7 ja foi detectada nesse

orgao, assim como de outros genes para transportadores ABC, a proteina ABCA7
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pode estar atuando nos tubulos renais por modificagbes no HDL e em
apolipoproteinas (LINSEL-NITSCHKE et al., 2005). Desta forma, sdo necessarios
mais estudos sobre a atuacéo do gene ABCAY para explicar o efeito encontrado do
polimorfismo rs2279796 sobre os niveis de colesterol e LDL-c nesta amostra de

mulheres obesas.

5.6 Polimorfismo rs692383 do gene ABCG1

Para o polimorfismo rs692383 do gene ABCG1, foram identificados os
gendtipos de 209 das 211 mulheres que compunham a amostra. As frequéncias
genotipicas deste polimorfismo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo
com a Tabela 19, onde também estéo as frequéncias alélicas.

TABELA 19 — FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DO SNP RS692383 DO GENE ABCG1
Frequéncia Alélica (%)

Frequéncia Genotipica (%)

Desvio
N . p
A G padrdo  aa AG GG
209 56.9 431 001199 34,93 44.02 2105 0,335

NOTA: Valores de p correspondem ao Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Na andlise transversal do momento antes da intervencdo dietética, as
portadoras do alelo G (genétipos AG e GG) apresentaram um IMC significativamente
maior que as portadoras do gendétipo homozigoto AA. As portadoras do alelo G
apresentaram uma meédia de 2,28 Kg/m2 a mais do que as nado portadoras (p=
0,015). Ja nos parametros bioquimicos, as portadoras do alelo G apresentaram
niveis significativamente menores de triglicerideos e VLDL, sendo uma diferenca de
18,85 mg/dL e 3,77 mg/dL, respectivamente, comparadas as portadoras do genétipo
homozigoto AA (p= 0,019 para ambos) (Tabela 20).

Na analise transversal do momento depois da intervencdo dietética, as
portadoras do alelo G comparadas as portadoras do genotipo AA mantiveram a
diferenca de IMC encontrada no momento antes da intervencdo, com uma diferenca
meédia de 2,25 Kg/m? a mais (p= 0,023). Supbe-se que a intervencao dietética, ndo

foi suficientemente eficiente em sustar o efeito aparente do alelo G sobre o IMC,
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mantendo-o maior do que nas portadoras do gendétipo homozigoto AA. Outrossim, a
dieta também evidenciou uma possivel associacdo do alelo G com uma
circunferéncia abdominal maior nas portadoras desse alelo do que as homozigotas

AA, com uma diferenca média de 4,3 cm a mais (p= 0,026) (Tabela 20).
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TABELA 20 — COMPARAGCAO ENTRE AS MEDIAS DAS VARIAVEIS NAS MULHERES PORTADORAS E NAO PORTADORAS DO ALELO G DO SNP
RS692383 DO GENE ABCG1 NOS MOMENTOS ANTES E DEPOIS DA INTERVENCAO DIETETICA

Antes da intervencao

Depois da intervengéo

AA AG + GG AA AG + GG
p p

Variaveis N Média + SD N Média + SD N Média + SD N Média + SD

IMC (Kg/m2) 50 33,6 + 4,69 88 3588+521 0015 50 32,69 + 4,41 85 3504517 (023
CC (cm) 50 94,17 + 9,08 88 96,7+9,64 0,164 49 90,46 + 10,55 90  9348+11,22 (133
CA (cm) 50 107,64 +10,35 88 1105+112 0,171 50 99,56 + 10,47 90 103,86 +10,99 (026
CT (mg/dL) 70 19537+40,24 128 187,34%369 023 49  18978+3886 87 18687349 (77
HDL-c (mg/dL) 70  52,47+1434 1og 520+1258 0,867 49 46,02 + 10.75 87  4843+1075  0.19
TG (mg/dL) 70 149,54+67,94 128 130,69+60,39 0,019 49  156,73+8155 87 134,69+77,38 0,136
LDL-c (mg/dL) 70 113,18+32,78 128 109,06 +30,25 0,435 49 11241+3279 87 111,51+2834 0,867
VLDL (mg/dL) 70 2991+1359 128 26,14+1208 0,019 49 31,35+ 16,31 87  26,94+1548 0,136

NOTA: SD: desvio padrao; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol total; TG: triglicerideos.
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As diferencas (valores antes — valores depois da intervencdo dietética) foram
comparadas entre as portadoras e as nao portadoras do alelo G para cada variavel
(Tabela 21). Do mesmo modo que a analise do momento depois da intervencao
dietética mostrou, as portadoras do gendtipo AA perderam, em média, 1,3 cm a mais
de circunferéncia abdominal do que as portadoras do alelo G (p= 0,033). Dentre as
variaveis bioquimicas, a reducéo dos niveis de o HDL-c foi menor nas portadoras do
alelo G do que nas portadoras do genoétipo homozigoto AA, sendo essa diferenca
meédia de 2,59 mg/dL (p= 0,037).

TABELA 21 — COMPARAGAO ENTRE AS DIFERENGAS MEDIAS NAS MULHERES PORTADORAS
E NAO PORTADORAS DO ALELO G DO SNP RS692383 DO GENE ABCG1

AA AG + GG
p
L N Média + SD N Média + SD

Variaveis

IMC (Kg/m?2) 50 -0,84 + 1,06 85 -0,9+1,26 0,586
CC (cm) 48 -3,95+ 3,72 85 -3,84 + 4,23 0,764
CA (cm) 49 -8,5+4,5 85 -7,2+5,61 0,033
CT (mg/dL) 49 -9,0+ 24,43 85 -2,93 + 19,92 0,202
HDL-c (mg/dL) 49 -6,0 £ 7,67 85 -3,41 +5,31 0,037
TG (mg/dL) 49 -12,0 + 45,01 85 6,0 + 49,36 0,44
LDL-c (mg/dL) 49 -4,0 £ 23,63 85 -0,72 £ 16,37 0,624
VLDL (mg/dL) 49 -2,4+9,0 85 1,2 +9,87 0,453

NOTA: O célculo das diferencas foi feito pela subtracdo simples das medidas de depois e antes da
intervencao dietética. SD: desvio padrdo; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal;
CT: colesterol total; TG: triglicerideos.

Juntamente com o0s resultados encontrados na analise transversal do
momento antes da intervencgéo dietética para os triglicerideos e o VLDL, o fato das
portadoras do alelo G perderem menos HDL-c do que as ndo portadoras apés a
intervencao dietética, € um indicativo de que este alelo pode ter um associacdo com
menores niveis de triglicerideos e LDL-c e de uma menor reduc¢éo do niveis de HDL-
C e, consequentemente, esses fatores indicam que o alelo G pode ter um efeito de

protecéo contra doencas cardiovasculares. E necessario, no entanto, ter cautela na
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andlise exclusivamente do perfil lipidico, pois o alelo G também foi associado com
uma circunferéncia abdominal maior ap6s e uma menor reducdo em resposta a
intervencdo dietética. De fato, existe associacdo entre o acumulo de gordura
abdominal e o aumento do risco em desenvolver doencas cardiovascuralres (TOTH
et al., 2000; KANALEY et al., 2001), portanto, sdo necessarias novas investigacdes
para elucidar os efeitos aparentemente contraditérios encontrados para este
polimorfismo nesta amostra.

Analisando o0s resultados encontrados para o momento depois da
intervencgdo, sugere-se que o efeito do alelo A sobre os niveis de triglicerideos e
LDL-c, encontrados no momento antes, pode ter sido neutralizado pela dieta, pois
verificou-se uma reducdo da diferenca entre as portadoras do alelo G e as
portadoras do gendtipo AA. De modo geral, sem considerar os gendtipos, as
mulheres reduziram os niveis de HDL-c apés a intervencdo dietética (de 52,17
mg/dL para 47,56 mg/dL; p<0,0001), ndo obstante, ficou evidenciado que as
portadoras do alelo G reduziram menos 0s seus niveis, 0 que fortalece a associacao
deste alelo com a protecao contra doencas cardiovasculares.

Ademais, no teste de contingéncia para verificar se as frequéncias dos alelos
A e G eram diferentes nos grupos de mulheres com valores menores ou maiores
que a mediana de cada variavel, encontrou-se uma frequéncia do alelo G
significativamente maior do que o alelo A no grupo de mulheres com niveis de
triglicerideos abaixo da mediana (129,5 mg/dL) (p= 0,0329) no momento antes da
intervencdo dietética, corroborando o possivel efeito de protecdo deste alelo. No
momento depois da intervencgédo dietética, no entanto, o alelo G foi significativamente
mais frequente do que o alelo A no grupo de mulheres com niveis de colesterol total
acima da mediana (188,0 mg/dL) (p= 0,015). Quando comparados 0s niveis de
colesterol total antes e depois da intervencdo dietética dentro de cada grupo
genotipico (analise entre amostras pareadas), as portadoras do genétipo AA tiveram
uma reducdo significativa nos niveis desta variavel (de 195,37 mg/dL para 189,78
mg/dL; p= 0,0269), enquanto que as portadoras do alelo G nao tiveram (p= 0,083).
Deste modo, as portadoras do genotipo AA, aparentemente, beneficiaram-se mais
da intervencéao dietética na reducéo de colesterol total do que as portadoras do alelo
G e isso pode explicar o porqué da frequéncia do alelo G ser maior no grupo de

mulheres com os niveis desta variavel acima da mediana da amostra.
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O teste de regressao multipla considerando os niveis de triglicerideos e VLDL
no momento antes da intervencdo dietética, confirmou o efeito de dependéncia entre
estas variaveis e 0s genotipos, mas nao entre os genotipos e os valores de IMC. Do
mesmo modo, os niveis de HDL-c mostraram-se dependentes dos genoétipos, mas
nao das medidas de IMC, como pode ser visto na Tabela 22.

J& nas variaveis antropométricas onde foram encontradas diferencas
significativas no momento depois da intervencao dietética (IMC e circunferéncia
abdominal) e nas diferencas entre antes e depois da intervencao (circunferéncia
abdominal), ndo foi confirmada a dependéncia destas varidveis com o0s gendtipos

(p>0,05) (dados nédo apresentados).

TABELA 22 — ANALISE POR REGRESSAO MULTIPLA PARA O SNP RS692383 DO GENE ABCG1

Variavel Variaveis independentes
_ Bt SE P
dependente consideradas
Genotipo -24,36 + 11,61 0,038
TG
IMC -0,06 + 1,06 0,957
Genaotipo -4,87 +2,32 0,038
VLDL
IMC -0,01+0,21 0,957
Genaotipo 2,99 +1,13 0,009
HDL-c
IMC 0,91 + 0,46 0,052

NOTA: O modelo de interacao alélica considerado foi o de dominancia do alelo G. Os valores
encontrados para TG e VLDL correspondem ao momento antes da intervencao dietética, assim como
os valores de IMC utilizados no calculo; os valores encontrados para HDL-c correspondem & variacao
entre 0 momento antes e 0 momento depois, assim como o valor de IMC utilizados no célculo. Sendo
TG: triglicerideos; IMC: indice de massa corporal; B: coeficiente angular; SE: erro padrao.

A proteina ABCG1, assim como a proteina ABCA1, realiza o transporte de
colesterol para fora da célula, porém nédo o faz por intermédio de apoA-I, transferindo
0 colesterol diretamente para moléculas de HDL. Desta forma, a reducdo da
expressdo de ABCG1 também estd relacionada com uma reducdo no efluxo do
colesterol, no entanto, as consequéncias desta reducdo sao contraditorias
considerando seus efeitos sobre o risco de desenvolver aterosclerose (TAVOOSI, et
al.,, 2015; YANG; GELISSEN, 2017). TAVOOSI e colaboradores, no entanto,

encontraram uma expressdo de ABCG1 cerca 75% menor em portadores de
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sindrome metabdlica do que em individuos saudaveis. Esses autores discutem que
os fatores que caracterizam a sindrome metabdlica (hiperglicemia, hiperlipidemia,
baixos niveis de HDL-c e obesidade) podem estar levando a reducéo da expressao
deste gene. No entanto, ndo se pode descartar a possibilidade de que diferentes
polimorfismos nesse gene podem levar a diferencas na expressao e essa relacao
com a sindrome metabdlica pode ser de causa e ndo de consequéncia. A possivel
associacao do alelo A do polimorfismo rs692383 com maiores niveis de triglicerideos
e VLDL e com uma maior perda de HDL-c ap0s a dieta precisa ser melhor estudada,
a fim de desvendar a relacdo do gene ABCG1 com os niveis de lipideos séricos e
como potencial alvo em estudos de associagdo com o desenvolvimento de

aterosclerose.

5.7 Polimorfismo rs3827225 do gene ABCGL1

Para o polimorfismo rs3827225 do gene ABCG1, foram identificados os
gendtipos de 207 das 211 mulheres que compunham a amostra. As frequéncias
genotipicas deste polimorfismo estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, de acordo

com a Tabela 23, onde também estéo as frequéncias alélicas.

TABELA 23 — FREQUENCIAS ALELICAS E GENOTIPICAS DO SNP RS3827225 DO GENE ABCG1
Frequéncia Alélica (%) Desvio Frequéncia Genotipica (%)
N . p
A G padrao  Ap AG GG

207 22,5 77,5 0,00856 3,4 38,2 58,4 0,388

NOTA: Valores de p correspondem ao Equilibrio de Hardy-Weinberg.

Na andlise transversal nos momentos antes e depois da intervencéao dietética
(Tabela 24), ndo houveram diferencas significativas entre as portadoras do alelo A e

as portadoras do genétipo GG em nenhuma das variaveis.
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TABELA 24 — COMPARAGCAO ENTRE AS MEDIAS DAS VARIAVEIS NAS MULHERES PORTADORAS E NAO PORTADORAS DO ALELO A DO SNP
RS3827225 DO GENE ABCG1 NOS MOMENTOS ANTES E DEPOIS DA INTERVENCAO DIETETICA

Antes da intervencao

Depois da intervengéo

AA + AG GG AA + AG GG
P P

Variaveis N Média + SD N Média + SD N Média + SD N Média + SD

IMC (Kg/m?) 55  3546+507 82  3489+542 0,369 53 34,67 +5,3 81 3395+54 (268
CC (cm) 55  96,05+9,87 82 9582+9,8 0972 57  9301+11,29 81  9221+109  (gs4
CA (cm) 55 111,53+11,94 82 10834+11,06 0101 57  103,92+1084 82 101461052 (25
CT (mg/dL) 83  188,71+37,2 113 191,6+36,17 0,923 56 187,3+34,58 79  18876+3591 (g3
HDL-c (mg/dL) 83  51,96+1259 113 5225%1341 0921 56  4725+1084 79  47.82+1045 0,36
TG (mgr/dL) 83  13543+66,63 113 138,84+69,12 0,518 96  14998+7202 79  138,0+7546 0,234
LDL-c (mg/dL) 83  10982+2926 113 111,43+29,78 0,832 96  110,06+29,14 79  113,34+32,06 0,804
VLDL (mg/dL) 83  2709+1333 113 27,77+1382 0518 96 29,99 + 14,4 79 27,6 +15,09 0,234

NOTA: SD: desvio padrao; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal; CT: colesterol total; TG: triglicerideos.
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A comparacao entre as médias das diferencas dos valores de antes e depois
da intervencédo dietética (Tabela 25), no entanto, mostrou que as portadoras do alelo
A perderam, em meédia, 3,47 cm a mais de circunferéncia abdominal do que as
portadoras do gendtipo GG. Quanto ao perfil lipidico, as portadoras do alelo A
tiveram um aumento nos niveis de LDL-c (p= 0,05), enquanto que as portadoras do
gendtipo GG ndo aumentaram significativamente seus niveis apds a intervencao
dietética (dados ndo mostrados). Quando comparadas entre si, as portadoras do
alelo A mostraram que tiveram um aumento de, em meédia, 1,33 mg/dL a mais nos
niveis de LDL-c do que as portadoras do genotipo GG.

TABELA 25 — COMPARAGAO ENTRE AS DIFERENCAS MEDIAS NAS MULHERES PORTADORAS
E NAO PORTADORAS DO ALELO A DO SNP RS3827225 DO GENE ABCG1

AA + AG GG
p
L N Média + SD N Média + SD

Variaveis

IMC (Kg/m?2) 53 -4,36 + 3,98 81 -3,65+4,1 0,71
CC (cm) 53 -8,95 + 5,67 79 -6,91 + 4,86 0,136
CA (cm) 53 -6,29 + 17,69 80 -2,82 + 24,28 0,046
CT (mg/dL) 56 -4,18 + 5,95 77 -4.56 + 6,75 0,42
HDL-c (mg/dL) 56 8,3+44,6 77 1,64 £ 50,21 0,66
TG (mg/dL) 56 2,66 £ 9,22 77 3,78 £ 15,16 0,127
LDL-c (mg/dL) 56 1,66 + 8,92 77 0,33+ 10,04 0,033
VLDL (mg/dL) 56 -2,3+2,48 77 -2,35+ 3,28 0,123

NOTA: O célculo das diferencas foi feito pela subtracdo simples das medidas de depois e antes da
intervencao dietética. SD: desvio padrao; CC: circunferéncia de cintura; CA: circunferéncia abdominal;
CT: colesterol total; TG: triglicerideos.

O teste de regressdo mdultipla mostrou que a variagdo entre o antes e depois
da intervencéo dietética nas medidas de circunferéncia abdominal é dependente dos
genotipos e da variagdo no IMC, como pode ser visto na Tabela 26. Por outro lado, a
dependéncia da variagao nos niveis de LDL-c pelo genotipo e pela variagdo no IMC

nao foram confirmadas.
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TABELA 26 — ANALISE POR REGRESSAO MULTIPLA PARA O SNP RS3827225 DO GENE ABCG1

Variavel Variaveis independentes
_ B * SE p
dependente consideradas
Gendtipo 2,11 + 0,87 0,0162
CA
IMC 1,49 + 0,36 <0,0001
Genotipo 5,31 + 3,51 0,133
LDL-c
IMC 0,61+ 1,46 0,677

NOTA: O modelo de interacdo alélica considerado foi o de dominancia do alelo A. Os valores
encontrados para ambas variaveis dependentes correspondem a variacdo entre 0 momento antes e o
momento depois, assim como os valores de IMC utilizados no célculo. Sendo CA: circunferéncia
abdominal; IMC: indice de massa corporal; B: coeficiente angular; SE: erro padréo.

Como para as analises dos demais polimorfismos estudados neste trabalho,
todos os modelos de interacdo alélica foram testados. No caso do polimorfismo
rs3827225 o modelo que mostrou resultados mais promissores para maiores
investigacdes foi o de efeito aditivo. No entanto, essa amostra estudada possui uma
frequéncia muito baixa do gendtipo AA (algumas analises continham apenas trés
individuos), justamente o gendtipo que foi associado com niveis de colesterol total,
triglicerideos e VLDL mais altos, comparados ao genétipo GG (p= 0,034; p= 0,027;
p= 0,027, respectivamente). Portanto, para evitar associacdes espurias pela baixa
frequéncia do genotipo AA, optou-se pelo uso do modelo de dominancia do alelo A,
juntando os genotipos AA e AG para as andlises. Os resultados das comparacfes
entre as portadoras do alelo A e as portadoras do gendétipo GG, podem ter mostrado,
desta forma, apenas uma parte do potencial efeito do alelo A nessas e nas demais
variaveis.

Pouco se sabe sobre a atuacdo do gene ABCG1, e da respectiva proteina, na
modelagem dos niveis de lipideos séricos. Tampouco h& na literatura informacdes
acerca do seu efeito sobre a variagdo das medidas antropométricas. Os resultados
encontrados neste trabalho necessitam maiores investigacdes, em especial, sobre a
atuacdo do genotipo AA isoladamente sobre os niveis de lipideos e sua atuac&o no
desenvolvimento de aterosclerose e potencias doencas cardiovasculares

associadas.
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6 CONCLUSOES

1. Independentemente do gendétipo, a dieta foi eficiente na reducdo de IMC,
circunferéncia da cintura, circunferéncia abdominal e do colesterol total. Além disso,

houve uma indesejavel redugéo de HDL-c.

2. As mulheres portadoras do alelo A do polimorfismo rs9939609 do gene FTO
beneficiaram-se menos da intervencao dietética do que as néo portadoras: tiveram
uma menor reducdo da circunferéncia abdominal e maior redugcdo dos niveis de
HDL-c. Além disso, as portadoras do alelo A apresentaram um risco
significativamente maior de reduzir menos suas medidas de circunferéncia

abdominal e de reduzir mais seus niveis de HDL-c do que as nao portadoras.

3. As portadoras do alelo A do polimorfismo rs1800977 do gene ABCA1 perderam
menos IMC apoés a intervencdo do que as nao portadoras. Ndo foram encontradas
diferencas significativas entre as portadoras e ndo portadoras do alelo A na

comparacao entre os niveis de lipideos séricos.

4. As portadoras do genétipo TT do polimorfismo rs2230806 do gene ABCG1
beneficiaram-se mais da dieta do que as portadoras do genétipo CC na reducado dos
niveis de colesterol total, perdendo significativamente mais em resposta a dieta.
Além disso, o alelo T foi mais frequente que o alelo C no grupo de mulheres com
niveis de HDL-c maiores e niveis de LDL-c menores.

5. As portadoras do genétipo GG do polimorfismo rs2279796 do gene ABCA7
apresentaram niveis de colesterol total e LDL-c maiores que as portadoras dos
gendtipos AG e AA. As portadoras do genétipo GG apresentaram um risco maior de
apresentar niveis de colesterol total e LDL-c mais elevados. Além disso, o alelo G foi
mais frequente no grupo de mulheres com nivel de colesterol total e LDL-c maiores
gue a mediana. Na resposta a intervencao dietética, as portadoras do genotipo AA
reduziram, enquanto que as portadoras dos genétipos AG e GG aumentaram, seus

niveis de triglicerideos e VLDL.
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6. As portadoras do alelo G do polimorfismo rs692383 do gene ABCG1
apresentaram IMC maior e niveis de triglicerideos e VLDL menores que as nao
portadoras. No entanto, as portadoras do genoétipo AA beneficianram-se mais na
reducdo nos niveis de colesterol total, que pode ter sido uma atenuacao do efeito do
alelo A pela dieta. Também em resposta a intervencéo dietética, as portadoras do
alelo G reduziram menos suas medidas de circurferéncia abdominal, no entanto

tiveram uma reducdo menor nos niveis de HDL-c.

7. As portadoras do alelo A do polimorfismo rs3827225 do gene ABCG1 tiveram uma
reducdo de circunferéncia abdominal maior que as n&o portadoras, porém

apresentaram um aumento maior nos niveis de LDL-c apés a intervencao dietética.

8. Mais estudos séo necessarios para elucidar o real efeito destes polimorfismos nas
variaveis antropométricas e bioquimicas, em especial o polimorfismo rs9939609 do
gene FTO, e se sua relacdo com aumento da circurferéncia abdominal é devido ao
acumulo maior de gordura visceral, especialmente em mulheres; rs2279796 do gene
ABCA7, que mostrou resultados consistentes, que ndo puderam ser confirmados na
literatura, pela pouca existéncia de estudos com este polimorfismo em relagédo a
estas variaveis; além disso, os polimorfismos do gene ABCG1 também necessitam

de maiores investigacdes para confirmacao dos efeitos encontrados neste trabalho.
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ANEXO

Parecer Consubstanciado de Protocolo de Pesquisa

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
Nicleo de Bioética
Comité de Etica em Pesquisa
Ciéncia com Consciéncia

PUCPR
PARECER CONSUBSTANCIADO DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Parecer N9 0005306/11 Protocolo CEP N° 6307
Titulo do projeto EFEITO DE UMA INTERVENCAO DIETETICA PARA REDUGAOD DE PESO EM Grupo
MULHERES OBESAS PORTADORAS DE VARIANTES DOS GENES ADRB2, ADRB3, BCHE, GHRL, Versdo 1
PLIN4 E ADIPOQ: UM ENSAIO CLINICO RANDOMIZADO
Protocolo CONEP 0339.0.084.000-11 Pesquisador responsavel Louise Farah Saliba
Instituicio PUCPR
Objetivos
OBJETIVO(S) GERAL(IS)

» Investigar o efeito de uma intervencdo dietitica para reducdo de peso em mulheres
adultas obesas portadoras de variantes dos ¢enes ADRB2, ADRB3, BCHE, GHRL, PLIN4 e
ADIPOQ. !

OBIETIVO(S) ESPECIFICO(S)

« Identificar a presenca dos polimorfismos GIn27Glu do gene ADRBZ; Trpb4Arg do

gene ADRB3; -G1164, A539T(K), A1914G do gene BCHE; R51Q e L72M do gene GHRL;
G11482A do gene PLIN4; G276T do gene ACTPOQ em mulheres adultas obesas
submetidas a intervencio diet&tica para redugdo de peso com orientagio dietética.

. :::?tlisar a atividade da BChE nas mulheres adultas obesas antes e apos intervengio

di ica.

« Comparar a intervencdo dietética para a redugdo de peso sobre variaveis
antropométricas (peso, estatura, IMC, circunferéncia da cintura), clinicas (pressdo arterial)
e bioguimicas (colesterol total, colesterol LDI., colesterol HDL, triglicerideos, glicemia de
jejum e atividade da BChE) em relagdo aos variantes dos genes ADRB2, ADRB3, BCHE,
GHRL, PLIN4 e ADIPOQ.

« Investigar o papel do loco CHE2 na resposta & intervencio dietética em mulheres
adultas obesas.

Comentarios e consideragdes

Projeto de pesquisa do tipo ensaio clinico

randomizado duplo-cego, com duracio de 12 semanas, sendo 8 semanas no periodo de intervengdo, uma semana na pré-intervencio
e trés semanas de acompanhamento apds & intervencdo. A amostra serd composta por cerca de 300 mulheres e a pesquisa pretende
verificar se a intervenco dietética para rediicio de peso pode ter diferentes efeitos sobre pardmetros antropométricos e bioguimicos
em portadores de variantes genéticas previamente assocladas & obesidade.

O cronograma, descricio de riscos e beneficlos, critérios de inclusdo e exclusdo bem como o orgamento estdo claramente expostos e
adequados.

Termo de consentimento livre e esclarecido e/ou Termo de compromisso para uso de dados.

Dentro dos critérios de informacio clara e compreensivel para o sujeito de pesquisa e com o cumprimento das exigéncias técnicas
formais.

Conclusdes

Projeto que atende as exigéncias para garantia da ética em pesquisa.

Devido ao exposto, o Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR, de acordo com as exigéncias das Resolugbes Nadonais 196/96 e demais
relacionadas a pesquisas envolvendo seres humanos, em reunido realizada no dia: 14/09/2011, manifesta-se por considerar o
projeto Aprovado.

| Situacio Aprovado @& ar -

Lembramos ans senhares pesquisadores gue, no cumprimento da Resolucio 196/96, o Comité de Etica em Pesquisa éﬁ? e
receber relatdrios anuals sobre o andamento do estudo, bem como a qualquer tempo e a critério do pesqmsadnr R 1
nele\-ﬁnda, além do envio dos relatos de eventos adversos, para conhecimento deste Comité, Salientamos ainda, & - "dé
relatdrio completo ao final do estudo. ']
Eventuais modificactes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP-PUCPR de forma clara e sm:lnta |dehhﬂ d:uﬁ"'

ru.L"'-"

-
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* parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicdes, cabe ao pesquisador ndio inicid-la antes de receber a autorizacio
formal para a sua realizacdo. O documentc que autoriza o inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel da

- instituicio e deve ser mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEP em qualquer tempa.

Curitiba, 14 de Setembro de 2011.

Prof. MSc. Naim Akel Filho

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
PUC PR

Yy

C Sogput
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Abstract

Background and Aims

The fat mass and obesity-associated (FTO) gene is highly expressed in
hypothalamus and it is evolved in energy homeostasis. The A-allele of the rs9939609
single nucleotide polymorphism (SNP; A>T) is associated with obesity and higher
food intake, while its effect in energy expenditure is unclear. The aim of this study is
to evaluate the interaction of the rs9939609 with the anthropometric responses to a
physical exercise program and to a dietary intervention.

Methods and Results

We studied two independent samples. The first was composed by children and
adolescents in which overweight and obese individuals were submitted to a physical
exercise program (N = 136) and normal weight served as a control group (N = 172).
The second sample was composed by obese women submitted to a hypocaloric
dietary intervention (N = 126). Physical exercise and dietary intervention were
effective, independently of genotype. We found no association of FTO rs9939609
with obesity in children and adolescents (p = 0.67). The rs9939609 affected the
response to dietary intervention in obese women: A-allele carriers reduced 2.7cm
less of abdominal circumference (AC) than homozygous TT (p= 0.04), while no effect
was observed in response to physical exercise in overweight and obese children and
adolescents.

Conclusion

Obese women exhibited resistance to abdominal circumference reduction in function
of the A-allele presence. The same allele did not show interaction with the exercise
program applied, which suggests that the FTO rs9939609 influence on energy

expenditure may be small, or dependent of other factors such as sex and age.



95

Keywords
FTO, rs9939609 SNP, obesity, dietary intervention, physical exercise, obese women,

childhood obesity.

Introduction

The common obesity, whose prevalence has been increasing worldwide, has
a complex etiology, that result of interactions from the endogenous (genetic) and
exogenous (lifestyle) factors [1]. It is well established the role of healthy feeding and
lifestyle in the prevention and treatment of common obesity, but the impact of genetic
factors in this context is still not well understood. In this sense, many research
studies are conducted seeking to identify genetic variants in genome that contribute
to phenotypes associated with obesity, such as variants that contribute to the BMI
increase [2-4].

In addition to this identification, it is necessary to analyze the effect of variants
in specific contexts in order to identify the interaction factors (genotype-environment)
and the direction of these interactions, which may contribute to the predisposition and
the response to obesity treatments [5,6].

The fat mass and obesity-associated (FTO) gene seems to be an excellent
candidate gene, since it has been related to weight gain [2]. FTO gene product is a 2-
oxoglutarate dependent nucleic acid demethylase [7] and has more affinity for single
strand DNA/RNA [7,8]. FTO is expressed in the whole body, especially in the
hypothalamus, which is involved in regulation of energy balance [2,9]. Stratigopoulos
et al. [10] found that fasted mice had a reduced FTO expression in hypothalamus
compared to fed mice. This result suggests that the variation in FTO levels in
hypothalamus can be a signal to promote feeding [9].

FTO rs9939609 single nucleotide polymorphism (SNP) (A>T) is localized in
the first intron of the gene, and the risk allele (A-allele) is associated with a higher
body mass index (BMI) and increased food intake [2,11,12].

Thus, with the objective of adding efforts in the elucidation of the genotype x
environment interactions that predispose and/or interfere in therapeutic approaches
of obesity, this study verified the FTO rs9939609 SNP interactions with two
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interventions: physical exercise in overweight and obese children and adolescents

and hypocaloric dietary intervention in obese women.

Methods

Study Design

This study presents the analysis of interaction of the same anthropometric and
genetic variables in two independent sample groups, which were structured and
submitted to interventions at different times. The experimental design in each sample
group was longitudinal.

In total, 434 individuals were analyzed, 308 of which constituted one sample
(children and adolescents), and 126 constituted another independent sample (obese
women). Thus, the analyzes were concentrated in each group, and not between
them, due to the differences between the applied interventions, and the participants
profile. However, both samples were composed of individuals from Curitiba and
neighboring cities, Brazil, with predominantly Euro-Brazilian ancestry.

The studies were approved by the ethics committee of the Federal University
of Parana (UFPR) (Protocol number 2460.067/2011) and Pontifical Catholic
University of Parana’s Institutional Ethics Board (IEB approval number: 0005306/11).

Informed Consent was obtained from every participant.

Sample Groups and Interventions

Children and adolescents group — Physical exercise program

This group was composed of 308 children and adolescents of both sexes (204
boys and 104 girls), of which 172 had normal weight and 136 were overweight or
obese (31 overweight and 105 obese; according to parameters defined by WHO).
The mean overall age was 13.55 + 2 years old (aged 8-17 y).

They were recruited in public schools of the state of Parana, Brazil. The
inclusion criteria in this group were: medical liberation for practicing physical exercise
and do not use drugs that could interfere on weight control and/or lipid levels. Those

who were in agreement with the established criteria were invited to participate in this



97

research, and those who accepted, with the legal responsible consent, had the free
and informed consent term signed by them. The blood samples were collected and
BMI Z-score, waist circumference (WC) and abdominal circumference (AC)
measured.

The 136 overweight or obese children and adolescents were subjected to
physical exercises composed of four different types of training. The 172 children and
adolescents with normal weight were included in some analyzes as a reference
group.

The physical exercises were conducted by Physical Education professionals,
and applied three times a week during 12 weeks on students in their home schools.

Four kinds of physical exercise were conducted: terrestrial aerobic, high
intensity interval training (HIIT), combined training and swimming. However, for the
statistical analyzes the physical exercise groups were analyzed together, since there
was no significant impact of the different trainings in the analyzed variables. Details
of the applied exercises are in the supplemental material.

After the conclusion of the exercise program, the anthropometric data were
collected again. It was not possible to obtain AC and WC data from all individuals
who completed the program (n=136), therefore the analyzes of these variables count
with a smaller number of individuals (n=94 for AC and n=58 for WC).

Obese women — Dietetic intervention

This group was initially constituted by 199 obese women (BMI = 30, according
to parameters defined by WHO). At the end of the study 126 women completed the
hypocaloric dietary intervention. Only this group was statistically analyzed.

The women that participated of this study were invited to participate by local
radio and television, aiming to reduce weight. The inclusion criteria in this group
were: to be obese, woman, have 20 years or more, being in reproductive period (not
in menopause), not pregnant and not breastfeeding. Women in drug treatment for
weight control, with hypothyroidism, type | diabetes, kidney disease, hypertension or
who have undergone stomach reduction surgery were excluded from the study.

Those who were in agreement with the established criteria were invited to
participate in this research, and those who accepted signed the free and informed

consent term.
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The nutritional intervention design, and the application of the same, counted
with a multidisciplinary team of professionals and postgraduates of the Nutrition
Department of the Pontifical Catholic University of Parana. Psychologists,
nutritionists, nurses and genetic postgraduate collected preliminary information from
women who fit in the study. The blood samples were collected and BMI, AC and WC
were measured. A questionnaire containing eating habits was also applied to provide
the basis for the elaboration of a personalized diet.

Then, the dietetic intervention was started, which had two components: (1) a
group nutritional intervention with two sessions, one consisted in readings about
choosing healthy foods and one workshop about food labels in the third and fifth
week, and (2) an individual dietetic intervention with three sessions. The five
sessions occurred during seven weeks.

The individual dietetic intervention was performed by a nutritionist and
consisted in a hypocaloric diet based on estimates of their daily energy needs (total
energy expenditure) with a deficit of 600 Kcal/per day. Because of this, the diets
ranged between 1000 and 2200 Kcal/per day, and had two options for dinner (salad,
bread and cheese or salad, rice, beans and chicken). The dinner options were based
on previously reported dietary habits. The sessions of individual dietetic intervention
occurred in the second, fourth and sixth weeks, changing foods of the diet to avoid
food monotony [13].

After the seven weeks of intervention, the anthropometric data were collected
again. It was not possible to obtain AC and WC data from all individuals who
completed the program (n=126), hence the analyzes of these variables count with a
smaller number of individuals (n=125 for AC and n=124 for WC).

The experimental procedure applied in all the sample groups is demonstrated

in Figure 1.
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Figure 1. Study design.

Anthropometric variables

The anthropometric variables were collected according to the Anthropometric
Indicators Measurement Guide [14], with the individuals wearing light clothes and
without shoes.

Three measurements were obtained and the median between them was
considered. The children and adolescents were considered overweight when their
BMI Z-score was between +1 and +2, and obese when their BMI Z-score was more
than +3. Women were classified as obese when BMI = 30 [15].

DNA extraction and genotyping
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The DNA was extracted from peripheral blood according to the salting-out
technique Lahiri and Nurnberger [16], and then diluted to 20ng/ul. The FTO
rs9939609 SNP was genotyped with a TagMan SNP genotyping assay (Applied
Biosystems). The reactions were done using the following conditions: 60°C for 30s,
95°C for 10min, 50 cycles of 95°C for 15s and 60°C for 1 min, and 60°C for 30s.
Three previously sequenced control samples, representative of each of the possible

genotypes, were included in each reaction.

Statistical analysis

The frequencies of genotypes and alleles were obtained by direct counting
and, regarding children and adolescents, compared between the group of
overweight/obese and normal weight by chi-square test. The Hardy-Weinberg
equilibrium was verified, also using the chi-square test.

The continuous variables were tested for normality using the Kolmogorov-
Smirnov test with Lilliefors correction. The initial and final mean of the variables
(before and after the interventions) were compared by paired parametric or no
parametric tests (t test paired or Wilcoxon test, respectively).

The recessive, dominant and co-dominant models of allelic interaction were
tested. The dominant model fitted our results, and henceforth adopted for analyzes
that involved the sample stratification by rs9939609 SNP genotype. Independent
comparison tests of mean were used to evaluate the mean differences (initial — final)
in the anthropometric parameters between genotypes (Parametric — t test or
nonparametric — Mann Whitney). Multiple regression analyzes were also applied.

Statistical significance adopted for the tests was 0.05 (5%).

Results

The physical exercise and dietary intervention promoted changes in
anthropometric variables of overweight/obese children and adolescents and obese
women, respectively (Table 1A and 1B).
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The physical exercise contributed to reduction of 0.23kg/m2 in BMI Z-score (p
= 10%) in overweight/obese children and adolescents (Table 1A). The means of the
variables analyzed in the normal weight group served as reference in order to check
whether variables that initially were different between overweight/obese and normal
weight groups had become similar due to the physical exercise program: However,
all anthropometric measures that initially were different between these groups
remained higher in overweight/obese (Table 1A).

Similar to the exercise effect, the diet was also effective: reduction of 0.9kg/m?2
in BMI (p = 104), 7.04cm in AC (p = 104) and 3.28cm in WC (p = 104) was found in
obese women (Table 1B).
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Table 1A. Comparisons of initial and final means of anthropometric variables (before and after physical exercise) in overweight and obese
children and adolescents, and their comparisons with means of anthropometric variables of normal weight children and adolescents.

Children and adolescents

_ Overweight and obese Normal weight
Variables
N Initial mean £ SD Mean after 12 weeks + SD p N Mean + SD p* p**
B'V'(Lé'r‘:’l‘z’)ore 136 2.88+1.09 2.80 + 1.08 00008 172  -021%083  10*  10*
AC (cm) 83 96.84 + 12.19 96.05 + 12.62 0.29 129 67.63 £ 6.35 104 104
WC(cm) 55 93.31 £ 10.99 92.84 +£11.38 0.22 58 67.30£5.74 104 104

BMI: Body mass index; AC: Abdominal circumference; WC: Waist circumference; SD: Standard deviation; p: comparison between the initial and after 12
weeks means of physical exercise in overweight and obese children and adolescents; p*: comparison between the initial mean in the overweight and obese
individuals and the mean in normal weight individuals; p**: comparison between the mean after 12 weeks in the overweight and obese individuals and the

mean in the normal weight individuals.

Table 1B. Comparison of initial and final means of anthropometric variables (before and after dietetic intervention) in obese women.

Obese women

Variables N Initial mean + SD Mean after 7 weeks = SD p

BMI (kg/m?) 126 35.11 £5.15 34.19 £5.09 10+
AC (cm) 125 109.44 + 11.56 101.88 £ 10.49 104
WC(cm) 124 95.91 £9.77 92.08 £ 10.93 10+

BMI: Body mass index; AC: Abdominal circumference; WC: Waist circumference; SD: Standard deviation; p: comparison between the initial and after 7 weeks
means of nutritional intervention in obese woman.
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The allele and genotype frequencies of rs9939609 SNP in children and
adolescents (overweight/obese and normal weight groups) and in obese women are
shown in table 2. The rs9939609SNP genotypes distribution are in Hardy-Weinberg

equilibrium in all sample groups (p>0.05).

Table 2. Genotype and allele frequencies of FTO rs9939609 SNP in overweight and obese
children and adolescents, in normal weight children and adolescents, and in obese women.

Children and adolescents - Overweight and obese

Genotype N % Allele % + SE
1T 53 38.97
AT 63 46.32 T 62.13 £ 0.01
AA 20 14.71 A 37.87 £0.01
Total 136 100
Children and adolescents - Normal weight
Genotype N % Allele % + SE
1T 65 37.79
AT 9 5233 T 63.95 £ 0.01
AA 17 9.88 A 36.05 £ 0.01
Total 172 100
Obese Women
Genotype N % Allele % + SE
1T 35 27.78
AT 55 43.65 T 50.4 £ 0.01
AA 30 28.57 A 49.6 £ 0.01
Total 126 100

SE: Standard error.

The risk allele (A-allele), frequently associated with obesity, was found at
similar frequency among overweight/obese group, compared to children and
adolescents with normal weight (p = 0.67).

The rs9939609 A-allele effect on anthropometric variables was found only in
interaction with dietary intervention. The A-allele carriers reduced on average 2.7cm
less of AC than homozygous TT (p= 0.04) (figure 2B). No rs9939609 A-allele
influence was observed in response to exercise in obese/overweight children and

adolescents (figure 2A).
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In transversal analyzes (at baseline and at the final moment), in both sample

groups, no rs9939609 A-allele effect was found (analyses in supplemental material).

A

BMI Z-score variation

B

BMI variation

Figure 2. Comparisons of mean variation (+ SD) of anthropometric variables between carriers and
non-carriers of rs9939609 A-allele. (A) Overweight and obese children and adolescents subjected to
physical exercises, mean variation in body mass index (BMI) Z-score, abdominal circumference (AC)
and waist circumference (WC) according to genotype. (B) Obese woman subjected to dietary
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Multiple regression analyzes were applied in models in which the dependence
of variation of anthropometric measurements was evaluated as a function of possible
independent variables in both sample groups. These analyzes confirmed the
interaction between rs9939609 SNP and dietary intervention on AC change in obese
women (p = 0.047) in a dominant model of A-allele (Table 3). The AC change was
also dependent on the BMI variation (p = 0.001), which was expected because of the
correlation between these variables. We found no relation between rs9939609 SNP
and WC variation (p = 0.16). The change in this variable was only dependent of the
BMI change (p = 0.003) in obese women.

The lack of rs9939609 SNP effect on physical exercise response in children
and adolescents was also confirmed in obese/overweight children and adolescents,
in whom the AC variation was dependent of the BMI variation only (p = 0.001) (Table
3).

Table 3. Models of multiple regression analysis in overweight and obese children and
adolescents and in obese women.

Overweight and obese children and adolescents
Independent variables

Dependent variable considered B*SD p
Genotype 0.06 = 0.08 0.46
BMI Z-score variation Age 0.05+0.08 0.52
Sex 0.02 +0.08 0.78
Genotype 0.05+0.10 0.6
AC variation BMI Z-score variation 0.35+0.10 0.001
Age 0.17 +0.10 0.11
Sex 0.12+0.10 0.25
Genotype 0.05+0.13 0.68
L BMI Z-score variation 0.20+0.13 0.14
WC variation Age 003+0.13 0.8
Sex 0.04 £0.13 0.78
Obese women
Dependent variable Indepg(r)]g:ir:jte\::gables BxSD p
AC variation Genotype 2.03+1.02 0.047
BMI variation 1.27 £ 0.38 0.001
L Genotype 0.12 £ 0.09 0.160
WC variation BMI variation 0.26+0.09  0.003

BMI: Body mass index; AC: Abdominal circumference; WC: Waist circumference; B: Regression
coefficient; SD: Standard deviation. Genotypes: AT+AA and TT (dominant model).
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Discussion

In the present study, it was possible to evaluate the interaction between FTO
rs9939609 SNP and metabolic changes induced by dietary intervention or physical
exercise, which were reflected in the anthropometric measures variation, in two
independent samples.

It is known that in obesity, environmental factors such as diet and physical
activity play an important role in its prevention and are widely used as treatment. The
presence of specific genetic variants leads to individual variation in response to these
approaches, which, in general, indicates that more individualized approaches could
be more efficient.

In our study, although both interventions demonstrated beneficial effect on the
anthropometric variables evaluated, obese women carriers of the A-allele appeared
to benefit less from the applied diet compared to non-carriers obese women; while
the same allele did not influence the variables change in children and adolescents
submitted to physical exercise. This finding suggests that the A-allele, besides
contributing negatively to the baseline anthropometric and metabolic profile [17-19],
may also influence the results of obesity therapeutic approaches.

In our study, the A-allele carriers obese women decreased in mean 2.7cm less
of abdomen circumference compared to non-carriers, submitted to the same calorie
restriction orientation. This finding is interesting, since the FTO genotype did not
influence the BMI reduction in response to diet, but specifically modified the fat
central deposit response to it. The harmful effect of increased central fat deposition
for whole metabolic health is well known. It has unique characteristics of
development and function that differentiate it from the adipose tissue distributed in
the rest of the body [20], and its accumulation is correlated with increased
susceptibility to various metabolic complications [21-23]. In this context, the A-allele
effect may be of particular importance in women, since postmenopausal women
show an increase in visceral fat, compared to premenopausal women because of the
decline in the estrogen protective effect [24,25], which may be aggravated by the
presence of the rs9939609 risk allele.

Several studies demonstrate the association of the FTO rs9939609 SNP with
obesity and metabolic disorder traits [26—28]. Because it is intronic, its functional role

is not fully understood, but studies suggest that the risk allele is functional, and leads
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to increased FTO expression [29]. Berulava and Horsthemke [29] found higher levels
of primary FTO transcript from the risk allele, compared to levels obtained from the
non risk allele in blood cells and skin fibroblasts. The association between the risk
allele and increased FTO expression is consistent with the observed in FTO
knockout mice, which presented less weight and less fat mass compared to wild-type
[30].

It is not well established how the FTO overexpression affects the demethylase
function of the encoded protein, and consequently, its physiological contribution to
adiposity and associated metabolic disorders. However, Merkestein et al. [31]
demonstrated that mice that overexpressed FTO exhibited altered expression of
many genes previously associated with obesity. Among these genes, the
adiponectin, leptin and adrenergic receptor beta 3 and beta 2, related to food intake
control, inflammatory profile and energy expenditure, suggesting that the
physiological effect of FTO overexpression may involve all these pathways.

In addition to the fact that the FTO mRNA is found at high levels in the
hypothalamus, a region responsible for energy balance regulation [32], studies have
associated the presence of the A-allele with the increase in food and fat intake
[11,12,33].

Considering all the above mentioned studies, it is possible that the differential
regulation of caloric restriction-responsive pathways have resulted in greater
resistance to fat loss in the central area of the body in A-allele carriers. However, it is
not possible to rule out the possibility that, in our study, the obese women carriers of
the A-allele may have ingested a greater amount and more energetic foods,
compared to A-allele non carriers, even with the same caloric restriction orientation,
which reflected in lower abdominal circumference losses. To elucidate this issue,
more studies involving dietary intervention are needed, as well as functional studies
considering the energy pathways preferentially activated in function of FTO
overexpression.

Despite the lack of interaction between A-allele and the metabolic changes
stimulated by physical exercise in our study, it could be involved in energy
expenditure front during physical activity due to its participation in the energy
homeostasis regulation via hypothalamus. According to Merkestein et al. [31] this
interaction may involve the exacerbated activation of anabolic pathways in white

adipose tissue and skeletal muscles due to the FTO overexpression, which could
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contribute to weight gain, and potentially negatively influence the response to
physical exercise, since this route could be preferentially used in detriment of the
catabolic pathway.

However, a pathway that clearly explains the effect of FTO gene variants on
energy expenditure stimulated by physical exercise is unknown, which explains in
part the controversial results of studies evaluating this relationship [34].

Our results agree with other studies that found no association of rs9939609 A-
allele with energy expenditure [11,12,35]. However, these comparisons should be
interpreted with caution, considering that such studies had different methodologies,
some measuring basal energy expenditure, using calorimetric approaches [35],
others assessed the physical activity level by questionnaires that allowed to classify
the individuals of the sample in physically active or inactive [36]. Our study is one of
the few that evaluates the interaction of the rs9939609 SNP with the practice of
controlled physical exercise in terms of anthropometric profile changes in obese and
overweight children and adolescents.

Other factors also contribute to the lack of consensus in the studies that
evaluate the physical activity and rs9939609 SNP interaction, such as the ethnicity,
gender and age of participants. Kilpelainen et al. [37], in a meta-analysis, found that
physical activity attenuates the odds ratio for obesity in 27% in adults with the A
allele, but in children and adolescents this interaction was not observed.

Despite promising results, our work has some restrictions. The largest of these
refers to the samples size, which generally affect the identification of minor effects.
This restriction also influenced the analyzes performed in the obese children and
adolescents group, which could not be stratified according to sex neither to specific
age groups, which could be important for the identification of sex and age dependent
FTO interactions.

Knowing the magnitude of contributing factors for obesity and associated co
morbidities is extremely important, given the particularities of treatment and
prevention that may arise from this knowledge. In this sense, we found that the
obese women A-allele carriers, who composed our sample, were less benefited by
applied dietary intervention, compared to non-carriers, being this difference
represented by the smaller decrease in abdominal circumference, a characteristic

that is of great importance in terms of metabolic health.
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