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RESUMO

A prevaléncia da obesidade vem crescendo de forma expressiva no mundo todo,
chegando a ser considerada, em muitos lugares, a maior epidemia de saude publica
e a principal causa de morte prematura. E definida como um actmulo anormal ou
excessivo de gordura que pode prejudicar a saude. Iniumeros estudos tém avaliado
genes e sua associacdo com a obesidade infantil. O gene FTO (fat mass and obesity
associated) € um dos mais relacionados a obesidade, no qual sua superexpressao
esta relacionada ao aumento de peso nesta condi¢cdo, podendo ser modulada por
variantes genéticas. Este trabalho tem como objetivos investigar as frequéncias das
variantes genéticas rs9940128, rs8050136, rs9939609 do gene FTO, em criancas
com sobrepeso e obesidade e verificar associacao destas e parametros como Sexo,
historico de obesidade na familia e atividade fisica com a obesidade infantil. Trata-se
de um estudo do tipo caso-controle retrospectivo com 364 individuos, dos quais o
grupo de estudo compreendeu 186 criancas e adolescentes entre 5 e 19 anos
diagnosticadas com sobrepeso ou obesidade. Fizeram parte do grupo controle 178
adultos, os quais nao tiveram sobrepeso ou obesidade na infancia. Para a avaliagao
das variantes genéticas foi realizada a técnica de PCR em Tempo Real, PCR alelo-
especifico e PCR-RFLP. Para comparar as distribuicdes das frequéncias alélicas e
genotipicas entre os grupos e verificar se as distribuicdes genotipicas estavam em
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), foi utilizado o teste de Qui-Quadrado (x%). Para
a analise do modelo de heranca e dos haplétipos, foi utilizado o programa SNPStats.
O modelo de regresséo logistica multipla foi utilizado para determinar o efeito das
variaveis analisadas e o desenvolvimento de obesidade infantil, incluindo fatores
sociodemogréficos, sinais clinicos e dados moleculares. O nivel de significancia
considerado foi de 5% (p=< 0,05). A frequéncia do genotipo heterozigoto foi maior nos
grupos estudados para as trés variantes genéticas. Na analise de regressao
logistica, 0 parametro mée com excesso de peso e presenca do alelo A da variante
genética rs9940128 foram estatisticamente significativos (0,0225 e 0,0439,
respectivamente). Nao foi encontrada associacéo das variantes genéticas rs9940128
G>A, rs8050136 A>C e rs9939609 A>T, dos haplétipos, modelos de heranca
mendeliana e os parametros estudados com a obesidade infantil, exceto para mae

com excesso de peso, 0 que pode conduzir a pesquisas acerca do papel da



herdabilidade nesta doenca e no monitoramento familiar de criancas que
apresentam excesso de peso.

Palavras-chave: Obesidade infantil. IMC. Gene FTO. Variantes genéticas. Haplotipo.
rs9940128. rs8050136. rs9939609.



ABSTRACT

The prevalence of obesity has been growing significantly worldwide, and has
become, in many places, the largest public health epidemic and the leading cause of
premature death. It is defined as an abnormal or excessive accumulation of fat that
can be harmful to health. Many studies have evaluated genes and their association
with childhood obesity. The FTO (fat mass and obesity associated) gene is one of the
most related to obesity, in which its overexpression is related to weight gain in this
condition, and can be modulated by genetic variants. This work aims to investigate
the frequencies of genetic variants rs9940128, rs8050136, rs9939609 of FTO gene in
overweight and obese children and to verify the association of these and parameters
such as gender, history of obesity in family and physical activity with childhood
obesity. It is a retrospective case-control study with 364 individuals, of which the
study group comprised 186 children and adolescents between 5 and 19 years
diagnosed as being overweight or obese. A total of 178 adults were included in the
control group, who were not overweight or obese in childhood. For the evaluation of
the genetic variants, real-time PCR technique, allele-specific PCR and PCR-RFLP
were performed. To compare the distributions of allele and genotype frequencies
between the groups and to verify if the genotypic distributions were in Hardy-
Weinberg equilibrium (EHW), the Chi-Square test (x?) was used. For the analysis of
the inheritance model and the haplotypes, SNPStats program was used. The multiple
logistic regression model was used to determine the effect of variables analyzed and
the development of childhood obesity, including sociodemographic factors, clinical
signs and molecular data. The significance level considered was 5% (p<0.05). The
frequency of the heterozygous genotype was higher in the studied groups for the
three genetic variants. In the logistic regression analysis, the parameter mother with
excess weight and presence of the allele A of the genetic variant rs9940128 were
statistically significant (0.0225 and 0.0439, respectively). No association was found
between the genetic variants rs9940128 G> A, rs8050136 A> C and rs9939609 A>T,
haplotypes, mendelian inheritance models and the parameters studied with childhood
obesity, except for overweight mothers, which may lead to research on the role of

heritability in this disease and in the family monitoring of children who are overweight.



Keywords: Childhood obesity. BMI. FTO gene. Genetic variants. Haplotype.
rs9940128. rs8050136. rs9939609.
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1 INTRODUCAO

A prevaléncia da obesidade vem crescendo de forma expressiva no mundo,
chegando a ser considerada, em muitos lugares, a maior epidemia de saude publica
e a principal causa de morte prematura (TALMOR; DUMPHY, 2015). E determinada
clinicamente por Spilgelman e Flier (2001) como “um estado de aumento do peso
corporal, mais especificamente do tecido adiposo, em dimensdes suficientes para
gerar consequéncias adversas a saude”. Para a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS, 2016), a obesidade € definida como um acumulo anormal ou excessivo de
gordura que pode prejudicar a saude.

O indice de massa corporal (IMC) € a razdo entre o peso corporal (em kg) e o
quadrado da altura (em m) e € universalmente utilizado para definir o grau de
obesidade. Para adultos, um IMC de 25,0 a 29,9 kg/m2 € definido como sobrepeso e
de 30 kg/m2 ou mais como obeso (MELDRUM; MORRIS; GAMBONE, 2017; OMS,
2016). Para a obesidade infantil, sdo utilizadas as curvas americanas de IMC da
OMS (2007), especificas para cada sexo e grupo etario (até 5 anos e 5-19 anos),
que consideram como diagndstico de sobrepeso e obesidade os percentis iguais ou
acima de 85 e 97, respectivamente.

Criancas obesas possuem um alto risco de desenvolver inumeras
comorbidades, vistas anteriormente apenas em adultos. Varios estudos indicam
associacao entre a obesidade infantil e diabetes mellitus tipo 2 (DM2), hipertenséo
arterial, dislipidemia, doencas cardiovasculares e hepdticas, entre outras (EROL et
al., 2016; KELISHADI; AZIZI-SOLEIMAN, 2014; KELLY et al, 2013;
NIKOLOPOULOU; KADOGLOU, 2012; ZHANG; DU; MA, 2017).

A obesidade é uma doenca multifatorial com alta herdabilidade (50-75%) que
ainda €& maior nos casos de inicio precoce (LLEWELLYN et al., 2013). A
predisposicdo ou suscetibilidade genética como fatores condicionantes para este
distarbio atuam em interacdo com fatores ambientais relacionados ao estilo de vida,
como habitos alimentares e atividade fisica (MARQUES-LOPES, 2004; MARTINEZ-
HERNANDEZ, 2007; MELDRUM; MORRIS; GAMBONE, 2017).

Estudos recentes tém avaliado genes e sua relacdo com a obesidade infantil
(BORDONI et al., 2017; GARCIA-SOLIS et al., 2016; TANG et al., 2017; VOLLBACH
et al., 2017). O gene FTO (Fat mass and obesity associated) € o mais estudado na

obesidade, e sua expressdo elevada, que pode ser modulada por variantes
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genéticas, esta relacionada ao metabolismo dos adipdcitos e, portanto, ao aumento
de peso (CASTELLINI et al., 2017; CHUENTA et al., 2015; PRZELIORZ-PYSZCZEK;
REGULSKA-IIOW, 2017).
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 REVISAO DA LITERATURA

A obesidade é provavelmente o mais antigo distarbio metabdlico descrito, e o
crescente aumento desta condicdo leva ao surgimento de mdultiplas comorbidades
graves, como DM2 e doengas cardiovasculares (KELISHADI; AZIZI-SOLEIMAN,
2014).

Trata-se de uma doenca complexa de carater multifatorial, ou seja, ha uma
interacdo entre componentes genéticos e ambientais, levando ao excesso de
armazenamento de moléculas ricas em energia na forma de gordura corporal
(GUIZAR-MENDOZA et al., 2005; POPKIN, 2006) e, como tal, apresenta-se como
um grande desafio para os pesquisadores compreender 0s mecanismos envolvidos
na sua fisiopatologia (ALBUQUERQUE et al., 2015; VELLOSO, 2006).

A incidéncia da obesidade aumenta a cada dia em todas as etnias e sexos,
atingindo, principalmente, a populacdo de 25 a 44 anos (OMS, 2002, 2005, 2010).
Dados de 2014 indicaram que mais de 1,9 bilhdo de adultos em todo o mundo
estava acima do peso e mais de 600 milhbes eram obesos, e a previsdo para 2015
foi ainda mais pessimista, indicando 2,3 bilhGes de pessoas com excesso de peso e
700 milhdes de obesos, o que evidencia um aumento de 75% nos casos de
obesidade em apenas 10 anos (OMS, 2016).

Damiani, Damiani e Oliveira (2002) mostraram que nos Estados Unidos da
América (EUA) o numero de obesos duplicou entre os anos de 1960 e 2002,
chegando a atingir entre 15% a 25% das criancas e adolescentes. Em 2014 ja era
observado que cerca de um terco das criancas e adolescentes norte-americanos
estava com sobrepeso ou obesidade, e 17,7% das criancas de 6 a 11 anos e 20,5%
dos adolescentes de 12 a 19 anos ja eram considerados obesos (OGDEN et al.,
2014). Neste mesmo ano, os EUA ocupavam a 112 (para sexo masculino) e 242
posi¢cdo (sexo feminino) no ranking da OMS como pais com o maior nUmero de
obesos e o Brasil estava na 842 posicdo, considerando o sexo masculino e 782
posicao, considerando o sexo feminino (OMS, 2016).

O IMC, estimado pela relacéo entre o peso e altura, expresso em kg/mz2, é um
importante avaliador da obesidade na pratica clinica (ANJOS, 1992; PELEGRINI et
al., 2015). O individuo é considerado obeso quando seu IMC é igual ou superior a

30kg/m?, sendo o nivel de gravidade caracterizado de acordo com o risco de outras
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morbidades associadas. Assim, um IMC entre 30-34,9kg/m? denomina-se obesidade
grau |, entre 35-39,9kg/m? obesidade Il e entre 40- 44,9kg/m? obesidade Il (OMS,
2002, 2005, 2010).

Durante o desenvolvimento da crianca, o IMC modifica-se consideravelmente
com a idade, eleva-se durante a primeira infancia, cai no periodo pré-escolar e
escolar, e aumenta novamente na adolescéncia e nos primeiros anos da vida adulta
(SOUSA et al., 2008). Por isso, uma proposta para a avaliacdo do estado nutricional
infantil sdo as Tabelas com os valores de IMC distribuidos em percentis e escores Z
para os indices: peso/idade (5 a 10 anos), estatura/idade (5 a 19 anos) e IMC/idade
(5 a 19 anos) (OMS, 2007), como mostrado na Tabela 1 (MINISTERIO DA SAUDE,
2009).

Tabela 1 — Valores de referéncia para diagnostico do estado nutricional de acordo com o IMC
para a idade (5 a 19 anos).

Percentil Escore Diagndstico Nutricional
<0,1 <z-3 Magreza acentuada
20,1e<3 2z-3e<-2 Magreza
23e<85 2z7-2e<+1 Eutrofia
=285e<97 2z+le<+2 Sobrepeso
297e<999 2z+2e<+3 Obesidade
<999 >z+3 Obesidade grave

Fonte: Adaptado de Caderno de Atengéo Bésica em Obesidade. Ministério da Saude, 2009.

2.1.1 Obesidade infantil

As tendéncias de transicao nutricional no século atual nos diferentes paises
sdo uma dieta mais rica em gorduras saturadas, acucares e alimentos refinados, e
reduzida em carboidratos complexos e fibras (SHAO et al., 2017), conhecida como
dieta ocidental (MONTEIRO et al., 1995). No Brasil, Wang e colaboradores (2002) ja
relatavam que essa transicdo ao longo do tempo influencia na diminuicédo
progressiva da desnutricdo e no aumento da obesidade.

A prevaléncia da obesidade esta crescendo consideravelmente na infancia e
na adolescéncia (KUMAR; KELLY, 2017), e estudos das décadas de 80 e 90 ja
indicavam que cerca de 50% das criancas obesas aos seis meses de idade e 80%
das criancas obesas aos cinco anos de idade permaneceriam obesas até a idade
adulta (GORTMAKER et al., 1987; TROIANO et al., 1995).

Os principais e mais preocupantes riscos para a crianga com obesidade séo a

elevacao dos triglicerideos, do colesterol, a hipertenséo, as alteracbes ortopédicas e
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respiratorias, propiciando, na vida adulta, o desenvolvimento de doencas corondarias,
DM2 e aterosclerose, que pode se iniciar na infancia LAKSHMAN; ELKS; ONG,
2012; MELLO; LUFT; MEYER, 2004). Desta forma, a preocupacéo sobre prevencao,
diagnéstico e tratamento da obesidade tém-se voltado mais para a infancia
(BOMBERG et al., 2017), e programas de educacao alimentar e de atividades fisicas
tém buscado modificar estes habitos alimentares ricos em gorduras e aculcares,
diminuindo a quantidade e/ou substituindo a dieta por alimentos mais saudaveis,
principalmente introduzindo alimentos ricos em fibras que, em quantidades ideais,
podem ajudar no combate a obesidade (BOMBERG et al., 2017).

Um problema frequentemente visto na obesidade infantii é o distarbio
respiratorio associado ao sono, mais comumente observado na obesidade grave. O
termo refere-se a um amplo espectro de condi¢des relacionadas ao sono, incluindo
aumento da resisténcia ao fluxo de ar através das vias aéreas superiores, ronco
pesado, reducdo do fluxo de ar (hiponeia) e cessagcdo da respiracdo (apneia)
(RILEY; SANTIAGO; EDELMAN, 1976). InUmeras pesquisas epidemiolégicas com
diferentes populacdes estudam e relacionam a curta duracdo do tempo de sono com
o0 aumento do IMC (BONNET; ARAND, 1995; GUPTA et al., 2002; HASLER et al.,
2004; KOHATSU et al., 2006; KRIPKE et al., 2002; SEKINE et al., 2002; TAHERI et
al., 2004; VIOQUE; TORRES; QUILES, 2000; VORONA et al., 2005). Outros estudos
indicam também uma associacdo entre sobrepeso infantil e asma (CHINN; RONA,
2001; GENNUSO et al., 1998; GRIFFITHS et al., 2010; LUDER; MELNIK; DIMAIO,
1998; RODRIGUEZ et al., 2002).

A doenca hepética gordurosa ndo-alcodlica (DHGNA) também é uma
condicdo cada vez mais relacionada a obesidade infantil e de progresséao lenta com
manifestacao clinica na idade adulta (CAVANILLES et al., 2007; LOBSTEIN; BAUR,;
UAUY, 2004; PADILHA et al., 2010; PAPANDREOU; ROUSSO; MAVROMICHALIS,
2007; SCHWIMMER et al., 2003). A DHGNA é uma complicacdo que vai desde a
esteatose, relativamente benigna, até uma infiltracdo de gordura com inflamacao
(NEUSCHWANDER-TETRI; CALDWELL, 2003). Mathur, Das e Aroras (2007)
afirmaram que a alta adiposidade visceral pode elevar o grau da lesdo hepatica,
contribuindo para quadros mais graves, COmo a cirrose.

A menarca precoce € outra condicdo que afeta as meninas obesas, além do
risco aumentado para o desenvolvimento do cancer de mama e do sistema

reprodutivo (NELSON; FLEMING, 2007). JA em meninos nota-se, na maioria das
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vezes, um atraso na puberdade (WANG, 2002). As diferencas também sédo refletidas
na mudanca da composi¢ao corporal que ocorre durante a puberdade, quando as
meninas tendem a aumentar a massa gorda como resultado da puberdade,
enquanto os meninos tendem a aumentar o masculo e, consequentemente, massa
magra (LOBSTEIN; BAUR; UAUY, 2004).

Outra condicdo, o DM2, previamente observado apenas em adultos,
representa uma consequéncia particularmente alarmante da epidemia de obesidade
em criancas e adolescentes, sendo a resisténcia a insulina uma das principais
causas desta condicdo clinica (IRBY et al., 2010). A atividade fisica, por exemplo,
melhora a resisténcia insulinica em jovens obesos e a perda de peso melhora a
sensibilidade a insulina e diminui a hiperinsulinemia (INCLEDON; WAKE; HAY,
2011).

O inicio precoce do desenvolvimento do DM2 leva ao aparecimento de
complicagbes que incluem neuropatia progressiva, retinopatia, nefropatia e doenca
cardiovascular aterosclerética, predispondo a acidente vascular encefalico, infarto do
miocardio e, em alguns casos, morte subita (WELLS, 2017). Além do seu impacto no
bem-estar fisico, € enorme o impacto econémico, social e psicolégico dessas
complicagbes (JOHAR; BERNSTEIN, 2017).

A hipertensédo é uma condi¢cdo associada também a obesidade, visto que 30%
das criancas obesas sofrem de hipertenséo arterial (KELLY et al., 2013) e sdo mais
propensas a ter maior peso corporal na idade adulta (JUONALA et al., 2011). Entre
os adolescentes, pesquisas mostram que mais da metade dos individuos com
presséo arterial elevada também apresenta sobrepeso significativo (FREEDMAN et
al., 2007; HE et al., 2002). A deteccdo e prevencdo da hipertensdo na populacéo
pediatrica e seu tratamento precoce contribuem para a reducdo do alto risco de
morbidade na idade adulta (WILLIG et al., 2010).

A aterosclerose, caracterizada por um depdsito de colesterol na camada
intima das artérias, formando estrias de gordura e levando a problemas
cardiovasculares, também pode se iniciar na infancia. Essas estrias nas artérias
coronarianas da crianca podem, algumas vezes, progredir para lesdes
ateroscleroticas avancadas em poucas décadas, sendo este processo reversivel no
inicio do seu desenvolvimento (FONTANIVE; COSTA; SOARES, 2002; WILLIAMS;
GULLI; DECKELBAUM, 2001; RODRIGUES et al., 2013).
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LigagOes entre o ganho de peso na infancia e um subsequente aumento dos
fatores de risco cardiovasculares sugerem que o0 conjunto hipertenséo,
hipertrigliceridemia, baixo colesterol HDL e hiperinsulinemia, as vezes referido como
a sindrome metabdlica, € comum entre os adultos obesos que também eram obesos
quando criangcas (FREEDMAN; SHERRY, 2009).

2.1.2 Fatores ndo genéticos associados a obesidade

O peso corporal € regulado por inUmeros mecanismos fisiol6gicos que
mantém o equilibrio entre a ingestdo e o gasto de energia (LUSTIG, 2001). Assim,
qualquer fator que aumente a ingestdo de energia ou diminua o gasto desta, mesmo
gque em pequena quantidade, causara obesidade a longo prazo (EBBELING;
PAWLAK; LUDWIG, 2002).

Além do gasto metabdlico das atividades diérias, o metabolismo de repouso
também pode influenciar no aparecimento da obesidade. O aumento da atividade
fisica, acompanhada da diminuicdo da ingestédo alimentar, pode mudar esse quadro,
no qual o individuo tende a escolher alimentos menos caldricos e,
consequentemente, emagrece (DENNISON; ERB; JENKINS, 2002; SCHEELE;
NIELSEN, 2017). A atividade fisica € importante na composicdo corporal por
aumentar a massa 0ssea e prevenir a osteoporose e a obesidade (MATSUDO;
PASCHOAL; AMANCIO, 2003; REILLY; MARTIN; HUGHES, 2017).

Dificuldade de controlar a alimentacdo é um fator de risco para a obesidade,
tanto na infancia quanto na vida adulta. Habitos alimentares como ndo tomar café da
manha, jantar com grande quantidade calorica, ingerir alimentos e preparacfes em
grandes porc¢des, consistem em uma inadequada pratica de alimentacdo que €
prejudicial e indutora de obesidade (GILLMAN et al., 2000; MEAD et al., 2016).

Os pais influenciam muito na qualidade alimentar das criancas. Na infancia é
recomendado que os pais fornecam as criancas refeicdes e lanches saudaveis,
balanceados, com nutrientes adequados e que permitam a elas escolher a qualidade
e a quantidade que desejam comer desses alimentos saudaveis (FONTANIVE;
COSTA,; SOARES, 2002; LAW et al., 2014).
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2.1.3 Fatores genéticos associados a obesidade

Estudos realizados entre 1980 e 1990 com gémeos e criancas adotadas
indicaram que 80% da variacdo do IMC é atribuida a fatores genéticos (BOUCHARD
et al., 1990, 1994). Outras andlises baseadas na composi¢do corporal de gémeos
criados separadamente e na comparacao entre criangcas adotadas com pais
biolégicos e com pais adotivos também sugerem consideravel influéncia genética
sobre a distribuicdo da gordura corporea (BARNESS et al., 2007).

Diversas estratégias tém sido utilizadas para levantar os determinantes
genéticos da obesidade, como os estudos de associacdo, estudos de associacado
genbmica ampla (GWAS) e de variantes genéticas, formas monogénicas de
obesidade e sindromes genéticas com anomalias do desenvolvimento associadas a
obesidade (APALASAMY; MOHAMED, 2015; KOUSTA et al.,, 2009; RAO; LAL,;
GIRIDHARAN, 2014; ROLA; FERREIRA, 2008).

A identificacdo de genes associados a obesidade foi, durante anos, dificultada
devido a uma compreensdo ainda limitada do genoma humano (LOSS; GILES,
2014). Atualmente, s&o conhecidos mais de 600 genes envolvidos no controle do
peso corporal e desenvolvimento da obesidade. A maioria desses genes possuli
mecanismos de regulacdo génica associados a fatores ambientais, como presenca
de determinados horménios e dieta rica em lipoproteinas (APALASAMY;
MOHAMED, 2015).

Martinez-Hernandez (2007) mostrou que a obesidade possui uma taxa de
herdabilidade significativa, na qual individuos com parentes obesos tém de 30% a
75% de probabilidade de apresentar o mesmo fenétipo.

Indmeros estudos tém encontrado associacdo entre genes que codificam
proteinas, como serotonina, grelina, leptina, neuromedina, entre outras, intimamente
relacionadas ao aumento de peso (CUMMINGS, 2006; FOSTER-SCHUBERT;
CUMMINGS, 2006; FRAYLING et al., 2007; HANADA et al., 2004; MIRANDA et al.,
2017; OTTAWAY et al., 2015; SATO et al., 2007; SMEMO et al., 2014; ZORRILLA et
al., 2006).

A serotonina é um importante neurotransmissor quimico que pode ser
amplamente encontrado no organismo e estad associado a um grande namero de
condig¢des, incluindo a obesidade (WURTMAN; WURTMAN, 1995). Alguns estudos

relatam uma relagéo inversa entre o nivel de sinalizacdo de serotonina cerebral e
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ingestdo de alimentos, onde a sinalizacdo de serotonina cerebral € aumentada
quando a ingestdo de alimentos é reduzida, e vice-versa (HALFORD et al., 2007,
HEISLER et al., 2006). Alteracbes na sintese de serotonina enddgena,
biodisponibilidade e metabolismo fornecem evidéncias importantes para o papel da
serotonina enddgena no controle da ingestdo de alimentos e peso corporal
(MIRANDA et al., 2017).

O transportador da serotonina possui uma variante genética denominada
serotonin transporter gene linked polymorphism (5-HTTLPR) localizada na regido
reguladora (cromossomo 17ql11.1-q12) (HEILS et al., 1996), consistindo em
sequéncias repetitivas ricas em guanina e citosina. Uma insercao ou delecdo nessa
regido cria um alelo longo ou curto, resultando em uma abordagem bialélica que
pode alterar a expressdo da proteina (SOOKOIAN et al., 2007). Alguns estudos
investigaram a associacdo desta variante com a obesidade em adolescentes e
adultos, e confirmaram a associacdo entre o alelo curto de 5-HTTLPR e um maior
IMC (FUEMMELER et al., 2008; SOOKOIAN et al., 2007).

A Neuromedina U (NMU) é um neuropeptideo expresso principalmente no
cérebro, tecido adiposo e trato gastroentérico, desempenhando papéis importantes
na regulacdo do apetite, homeostase de energia, secrecado gastrica, contracdo do
musculo liso e remodelacdo 6ssea, bem como na progressao de diferentes tipos de
cancer (MARTINEZ; O'DRISCOLL, 2015).

Algumas evidéncias sugerem uma forte influéncia da NMU na regulacdo do
comportamento alimentar e adiposidade. Estudos envolvendo modelos de
camundongos transgénicos mostraram que 0 grupo knockout para este
neuropeptideo era hiperfagico e tinha um gasto de energia diminuido, resultando em
aumento da adiposidade, diminuicdo da sensibilidade a insulina e aumento da
massa 6ssea (HANADA et al., 2004; SATO et al., 2007).

A leptina, descoberta em 1994, é uma citocina de 16 kDa produzida
predominantemente pelo tecido adiposo (ZHANG et al.,, 1994). Sua liberagéo e
circulacdo na corrente sanguinea ocorre proporcionalmente & massa de gordura
corporal (FRIEDMAN; HALAAS, 1998). Consequentemente, 0os niveis de leptina
transmitem informacdes sobre as reservas de energia do corpo aos centros que
regulam a homeostase energética (CONSIDINE; CARO, 1996; FREDERICH et al.,
1995; HAVEL et al., 1996). O aumento dos depdsitos adiposos, que estao

associados ao balanco energético positivo, leva a producédo de leptina e seus niveis
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circulantes, desencadeando uma resposta para reduzir a alimentacdo e promover o
gasto energético. Inversamente, uma queda nos niveis circulantes de leptina,
associada ao balanco energético negativo no corpo, desencadeia um estimulo para
comer e conservar energia (DHILLON et al., 2006; LEINNINGER et al., 2011).

A obesidade estd associada a resisténcia a leptina, um fenémeno que é
semelhante & resisténcia a insulina em pacientes com DM2 (FREDERICH et al.,
1995). A resisténcia a leptina esta associada a niveis elevados de leptina em
circulacdo, bem como a incapacidade da leptina exdgena de diminuir a ingestao de
alimentos e, consequentemente, o peso corporal (OTTAWAY et al.,, 2015). Em
estudos clinicos, mesmo os individuos com obesidade sentem muita fome em
resposta a uma perda de peso moderada (10%) e a administracdo de leptina, por
exemplo, pode diminuir esta fome (ROSENBAUM et al., 2002).

A leptina liga e ativa os receptores de leptina que sédo codificados por um
gene especifico conhecido como LEPR (Receptor de Leptina), localizado no
cromossomo 1 (1p31.3). A proteina LEPR é o principal responséavel pela sinalizacao
de leptina e parece mediar a maioria das acdes fisioldgicas da leptina no organismo.
A isoforma LEPRB é expressa em niveis elevados em areas do cérebro envolvidas
na regulacdo da alimentacdo e do gasto energético e, no hipotdlamo, em um
subconjunto de neurbnios em ndcleos que sdo importantes para a regulacao
metabdlica (SCOTT et al., 2009). As seis isoformas da LEPR pertencem a
glicoproteina 130 (gp130) da familia de citocinas e, portanto, qualquer mutac&do nos
genes LEP (7932.1) e LEPR tem uma grande influéncia sobre o metabolismo, o que
pode levar a obesidade (WASIM et al., 2016).

Os receptores de melanocortina (MCRs) compreendem uma familia de cinco
receptores acoplados as proteinas de classe A e G, designados MC1R-MC5R, com
diversas funcdes fisiologicas. Os MCRs sdo encontrados em cordados e séo
considerados como tendo evoluido a partir de um UuUnico receptor ancestral,
possivelmente correspondendo o mais proximo de MC4-R (DORES, 2013).

Variantes genéticas proximas ao loco do gene MC4-R (18g21.32) estdo
associadas com adiposidade, peso corporal, risco de obesidade e resisténcia a
insulina em nivel populacional (CHAMBERS et al., 2008). A funcdo do gene MC4-R
também se expandiu nos ultimos anos e o envolvimento na regulacdo autondémica

da termogénese e da glicemia (BERGLUND et al., 2014), a regula¢do do controle
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simpatico e parassimpatico da pressdo arterial (SOHN et al., 2013) e até anedonia
(perda da capacidade se sentir prazer) (LIM et al., 2012) ja foram descritos.

A grelina foi identificada em 1999 como um ligante endégeno do estimulador
de secrecdo do receptor do horménio do crescimento (GHSR) a partir de amostras
de estdmago de ratos (KOJIMA et al., 1999). Posteriormente, a associacao entre a
grelina e a ingestdo de alimentos, adiposidade e regulagdo do metabolismo
rapidamente tornou-se o foco principal das pesquisas relacionadas a funcdo da
grelina (LOPEZ et al., 2008; MULLER et al., 2015; PEINO et al., 2000; SEOANE et
al., 2000; THEANDER-CARRILO, 2006). Contudo, as ac¢fes pleiotrdpicas da grelina
tém relacionado este horménio a diferentes processos fisiolégicos. A grelina foi
considerada como alvo para tratar a obesidade (CUMMINGS, 2006; FOSTER-
SCHUBERT; CUMMINGS, 2006; ZORRILLA et al., 2006) e desordens metabdlicas
associadas a caguexia (grau extremo de enfraguecimento muscular) e sarcopenia
(perda de massa e forca na musculatura esquelética) (ANKER et al.,, 2012;
LAINSCAK et al., 2012; MULLER et al., 2010).

A grelina desempenha um papel importante na estimulacdo da ingestdo de
alimentos e regulagéo a longo prazo do peso corporal (NAKAZATO et al., 2001). As
concentracbes plasmaticas de grelina aumentam com o0 jejum e diminuem poés-
prandialmente, sugerindo um papel fisiolégico para a grelina no inicio da refeicdo em
seres humanos (CUMMINGS et al., 2001; YUKAWA et al., 2006). Ela tem uma
relacdo inversa com o IMC: é super-regulada em estados subnutridos, como
anorexia nervosa, e é subregulada em estados de balango energético positivo, como
a obesidade (OTTO et al., 2001, 2005; TSCHOP et al., 2001).

Outro forte candidato para a adiposidade humana é o gene IRX-3 (Iroquois
related homeobox 3), localizado no cromossomo 16 (16g12.2) a 500 Kb de distancia
do gene FTO (SPEAKMAN, 2015). Seu papel foi comprovado num modelo de
camundongo knockout para o gene IRX-3 no qual observou-se uma diminui¢cdo na
sua massa corporal em cerca de 25-30%. Vale ressaltar que a expressédo do gene
FTO nao foi alterada no hipotalamo ou tecido adiposo branco nestes individuos
knockout, mas que, quando relacionados com variantes do primeiro intron do gene
FTO, os niveis de expressao de IRX-3 séo regulados através da proteina repressora
do dominio interativo 5B (ARID5B), rico em adenina e timina, em células precursoras
de adipocitos, conduzindo a formacdo de adipdcitos beges (apresentam

propriedades de adipdcitos marrons, ou seja, dissipam energia) ou brancos
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(presentes em maior quantidade e estocam energia). Este trabalho também concluiu
gue os amplos padrées de expressao do gene FTO sao regulados principalmente
por elementos préximos ao seu promotor, e que o0 gene IRX3 é dotado de um
extenso circuito cisregulatorio que se estende ao gene FTO (SMEMO et al., 2014).

Pesquisadores britdnicos descrevem que o gene FTO, localizado no
cromossomo 16 (16g12.2) (Figura 1), esta intimamente associado com o controle de
indice de massa corporal, ainda que seu papel na homeostase energética e nas vias
de sinalizacdo ndo seja completamente compreendido (BARNESS et al.,, 2007;
DOAEI et al., 2017). Este gene foi o primeiro associado a obesidade identificado por
meio de estudos genémicos, respondendo as variedades de graus de obesidade
durante toda a vida e em diversas ascendéncias (FRAYLING et al., 2007; LU; LOSS,
2013; SCUTERI et al., 2007).

Figura 1 - Localiza¢@o do gene FTO no cromossomo 16.
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Fonte: Retirado de https://ghr.nim.nih.gov/gene/FTO#location

O papel do gene FTO no mecanismo fisioldgico da obesidade se d& por meio
de modificacdes no equilibrio energético como resultado da alteracdo do nivel de
expressdo de RNAmM no hipotdlamo, contribuindo para a regulacdo da taxa
metabdlica global, gasto energético, homeostase energética (HARBRON et al.,
2014), tamanho corporal e acumulo de gordura corporal (LABAYEN et al., 2011;
LEIN et al., 2007; STRATIGOPOULOS et al., 2008; TIMPSON et al., 2008).

Os SNPs (polimorfismos de nucleotideo Unico) deste gene em regides nao
codificantes podem afetar o processamento de RNAm, interromper o inicio e fim da
transcricdo e alterar a estabilidade e o impacto da tradugdo nas sequéncias
promotoras, potenciadoras e silenciadoras. Um SNP no local de ligacdo do fator de
transcricdo pode aumentar ou diminuir a ligacdo destes fatores, levando a expresséo
do alelo variante deste gene (CHORLEY et al., 2008).

Merkestein e colaboradores (2015) relataram que o gene FTO regula a

adipogénese e, assim, influencia no desenvolvimento de massa gorda e aumento do
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peso corporal. A atividade elevada da proteina aumenta a adipogénese, enquanto
que a diminuicao inibe a formacgéo de adipdcitos, tanto em fibroblastos embrionarios
quanto em pré-adipocitos primarios de camundongos geneticamente modificados.
Além disso, a alimentacao rica em gordura em camundongos que superexpressam
este gene induziu uma hiperplasia em adipécitos.

Inimeros estudos com adultos e criancas de varias populacdes europeias
(ATTAOUA et al., 2009; DINA et al., 2007; GONZALEZ-SANCHEZ et al., 2009;
JONSSON et al.,, 2009; PEETERS et al.,, 2008; SCUTERI et al., 2007), asiaticas
(CHA et al., 2008, CHANG et al., 2008) e africanas (GRANT et al., 2008), relataram
associacOes de variantes genéticas do intron 1 do gene FTO com a obesidade,
aumento da circunferéncia do quadril, relacdo cintura/quadril e peso corporal.

A Figura 2 mostra a localizacdo das variantes genéticas rs9940128,
rs8050136 e rs9939609 no primeiro intron do gene FTO, bem como a proximidade

com outros genes relacionados a obesidade.

Figura 2 — Localizagao das variantes genéticas rs9940128, rs8050136 e rs9939609 no intron 1 do
gene FTO e sua proximidade com outros genes (Fts [AKT interacting protein],
RPGRIP1L [RPGR-interacting protein 1-like], IRX [Iroquois related homeobox] 3, 5 e 6.
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Fonte: Adaptado de Stratigopoulos et al., 2008.

A variante genética rs9939609 possui associagdo com a obesidade na
variacdo de IMC tanto em adulto quanto infantil, no qual seu alelo ancestral A esta
associado a um aumento de 31% de risco de desenvolver obesidade (FRAYLING et
al., 2007). Labayen e colaboradores (2011), em um estudo com adolescentes

europeus, mostraram que o alelo A desta variante genética também esta associado
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a niveis elevados de leptina sérica, independente de fatores como a adiposidade,
por exemplo, indicando ter esta proteina forte relacdo com o gene FTO.

Stratigopoulous e colaboradores (2008) descreveram que o SNP rs8050136
esta em uma regido reguladora que é um sitio de ligacdo cut-like homeobox 1
(CUTL1) e que o alelo ancestral A esta associado a um menor IMC,
preferencialmente quando se liga ao CUTL1 no DNA dos fibroblastos em humanos,
diminuindo a expressao do gene FTO. Klimentidis e colaboradores (2011), em um
estudo com criancas de varias etnias, porém, indicaram que o alelo variante C
confere protegao contra o aumento de IMC e circunferéncia da cintura, bem como
outros estudos (DWIVEDI et al., 2012; GRANT et al., 2008).

Em relacdo ao SNP rs9940128, Hinney e colaboradores (2007) e Hotta e
colaboradores (2008) encontraram associacdo entre o alelo A desta variante
genética e obesidade de inicio precoce em criancas/adolescentes e em adultos
japoneses, respectivamente. J& Ramya e colaboradores (2011) mostraram que o

alelo G esta associado ao desenvolvimento de DM2 em adultos sul indianos.

2.1.4 Justificativa

O gene FTO estéa envolvido no controle do IMC, portanto desempenha papéis
no metabolismo dos adip6citos humanos. Mesmo assim, ainda € pouco
compreendido seu papel especifico na homeostase energética e nas vias de
sinalizacdo, havendo uma necessidade de estudos mais aprofundados sobre este
gene e sua relacdo com a obesidade infantil.

Com a obesidade infantil se tornando cada vez mais frequente no mundo e,
sendo um fator de risco para varias outras doencas, como diabetes e hipertensao, a
realizacdo de um estudo para investigacdo de fatores genéticos associados a
obesidade se faz extremamente necessaria, sabendo que varios genes tém forte
influéncia sobre esta condicao.

Os progressos no conhecimento da genética molecular, a reducéo dos custos
e a simplificacdo e praticidade dos meétodos de genotipagem tém levado a
incorporacdo de analises de variantes genéticas que ajudam na identificacdo e
associacdo de marcadores com varias condicbes clinicas. As oportunidades e
recursos criados sdo ainda maiores no estudo de genes candidatos, que no presente

estudo, estédo relacionados diretamente com o metabolismo da gordura e os riscos



31

de se tornar obeso, como € o caso do gene FTO. A regido do primeiro intron do
gene FTO contém inUmeras variantes genéticas que modulam a expressao deste,
como € o caso das variantes genéticas rs9940128, rs8050136 e rs9939609.
Portanto, é de fundamental importancia identificar variantes genéticas associadas a

obesidade infantil, doencga cada vez mais frequente na populagéo pediétrica.

2.1.5 Objetivos

1. Investigar as frequéncias das variantes genéticas do gene FTO rs9940128,
rs8050136, rs9939609, em criancas com sobrepeso e obesidade e em
adultos sem obesidade infantil;

2. Analisar a associagdo destas variantes genéticas com os fatores de risco para
a doenca, como sexo feminino, histérico de obesidade na familia e préatica de
atividade fisica;

3. Comparar a frequéncia dos haplétipos das variantes genéticas rs9940128,
rs8050136, rs9939609 do gene FTO.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Caracterizagdo da amostra

Trata-se de um estudo do tipo caso-controle retrospectivo com 364 individuos,
dos quais o grupo de estudo compreendeu 186 criancas e adolescentes entre cinco
e 19 anos diagnosticadas com sobrepeso ou obesidade, divididas em dois grupos,
sem qualquer doenca relacionada ao aumento de peso (como problemas de tiredide,
DM2, entre outras), atendidas no Ambulatério de Endécrino Pediatria do Hospital de
Clinicas (HC) da Universidade Federal do Triangulo (UFTM) em Uberaba, Minas
Gerais. De acordo com os critérios da Organizacdo Mundial da Saude (2006), a
obesidade infantil inclui criancas e adolescentes na faixa etaria de 0 a 19 anos. Para
a as idades de 5-19 anos, sao utilizadas curvas de IMC/idade para se determinar o
percentil e estado nutricional do individuo, o que foi considerado também no
presente estudo. A faixa etaria das criancas menores que cinco anos nao foi incluida
no grupo de caso devido a outros fatores ndo genéticos presentes que podem alterar
0 peso do individuo (que oscila com frequéncia), como amamentac¢do e escolha dos
alimentos. Fizeram parte do grupo controle 178 adultos, os quais nao tiveram
sobrepeso ou obesidade, autorrelatado, entre seus cinco e 19 anos e sem historico
de qualquer doenca relacionada a aumento ou diminuicdo de gordura corporal. Os
adultos foram escolhidos como grupo controle pelo fato de ndo ter sido observado
sobrepeso ou obesidade durante toda sua infancia e adolescéncia.

Os participantes da pesquisa foram submetidos a anamnese realizada por
meio de questionario que inclui dados como nome, data de nascimento, sexo, idade,
peso, altura, pai e mae obesos, casos de obesidade na familia e préatica de atividade
fisica (APENDICE A) e, posteriormente, completado com a leitura sistemética do
prontudrio.

De cada participante foram coletados 10 mL de sangue periférico, por
venopuncdo, em tubos de coleta a vacuo e estéril (BD Vacutainer®), com EDTA. Os
tubos foram levados diretamente para o Laboratorio de Citogenética e Genética
Molecular Humana da Disciplina de Genética-ICBN da UFTM, onde o material foi

processado.
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2.2.2 Extracédo de DNA

A extracdo de DNA gendmico foi realizada através do método de fenol
cloroféormio (SAMBROOK; FRITSCHI; MANIATIS, 1989). Para ocorrer a lise das
células, o sangue de cada participante foi colocado em um tubo cénico de 50mL e,
posteriormente, foi adicionada uma solucdo de lise celular (TE 20:5 - Tris HCL
20mM, EDTA 5mM, pH=8,0 e H20 miliQ) até completar 35mL. As amostras foram
submetidas a uma agitacdo em vortex para que as hemacias fossem lisadas. Em
seguida, foram centrifugadas a 4.000rpm por 15 minutos a 10°C. O sobrenadante foi
desprezado e o procedimento foi repetido por trés vezes até ocorrer a obtencao de
um sedimento de leucadcitos livres de hemacias. Esse sedimento foi transferido para
um microtubo Bio free de 2mL (SARSTEDT®), livre de enzimas, como DNAses e
RNAses, que poderiam comprometer a qualidade do DNA a ser extraido. Foi
adicionado 1mL de tampéao TE 20:5 e as amostras foram armazenadas a -20°C para
posterior extracdo do DNA gendmico.

O sedimento de leucécitos armazenado foi transferido para um tubo cénico de
15mL e adicionado 250uL da solugéao B (Solucdo Alx [EDTA 5mM, NaCl 5mM, Tris-
HCIl 20mM, H,O miliQ], SDS 10%, Proteinase K e H,O miliQ) a este. As amostras
foram incubadas em banho-maria a 37°C overnight, até a dissolugdo completa do
sedimento de leucdcitos. No dia seguinte, foi acrescentado as amostras 1mL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) e a mistura foi homogeneizada em um
agitador orbital por 15 minutos. Em seguida, foi centrifugada a 4500 rpm por 15
minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para um tubo de 15mL. Em seguida,
acrescentou-se 1mL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) invertendo o tubo
lentamente por 15 minutos e centrifugado a 4.500rpm por 15 minutos. A fase
superior foi novamente recolhida e acrescentou-se 40uL de acetato de sédio 0,2M e
2mL de etanol 100% gelado. O tubo foi entdo invertido lentamente e o DNA
precipitado recolhido e transferido para um microtubo de 2mL contendo etanol 70%.
As amostras foram centrifugadas a 15000rpm por 10 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi desprezado e o microtubo ficou secando overnight.
Em seguida, o DNA foi ressuspendido em 200uL de TE 20:1. Para verificar se o

DNA extraido estava integro, foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%.
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2.2.3 Genotipagem

2.2.3.1 PCR em tempo real

Para a avaliacdo da presenca da variante genética rs8050136 do gene FTO,
foi realizada a técnica de PCR em Tempo Real por discriminacdo alélica com a
utilizacdo de sondas de hidrélise TagMan (Applied Biosystems®, Foster City, CA).
As sondas e iniciadores foram desenhados pela Applied Biosystems (ID do ensaio:
C__ 2031259 10). Todas as reacdes de PCR continham 10 ng de DNA, 1,5 pL de
TagMan Universal Master Mix (AB) (2X), 0,1 pyL de iniciadores e sondas (10X) e
agua ultrapura suficiente para um volume final de 5 puL, incluindo os controles
negativos adequados em todos os ensaios. As reacdes foram realizadas no aparelho
StepOne Plus (AB) sob as seguintes condi¢des: 95°C por 10 minutos e 40 ciclos de
amplificagéo (92°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto). Para cada ciclo, o
software determinou o sinal fluorescente a partir das sondas marcadas com VIC ou
FAM (Applied Biosystems®, Foster City, CA).

2.2.3.2 PCR alelo-especifico e PCR-RFLP (polimorfismo no comprimento de
fragmentos de restricao)

A avaliacdo da presenca das variantes genéticas A>T rs9939609 e G>A
rs9940128 do gene FTO foi realizada pela técnica de PCR alelo-especifica e PCR-
RFLP, respectivamente. Para a amplificacdo das sequéncias de interesse, 0 DNA foi
submetido a reacdo de PCR, cuja concentracdo dos reagentes e temperaturas de
hibridizagdo encontram-se descritas na Tabela 3. Os primers e o tamanho do

produto da PCR de cada variante genética encontram-se na Tabela 4.

Tabela 2 - Concentracdo dos reagentes utilizados e temperatura de hibridizacdo para as
variantes genéticas rs9939609 A>T e rs9940128 G>A do gene FTO.

Tag DNA
Variante DNA Tampdo dNTP  Primers MgCl, Polimerase T° de
genética Gendbmico  (10x) (2mM) (5U/uL) anelamento
rs9939609 200ng 1X 2,0mM 20pmoles * U 58°C
rs9940128 200ng 1X 2,0mM 20pmoles 3,0mM 1U 60°C

* = O tampé&o ja contem MgCl,
Fonte: Elaborada pela autora, UFTM, 2017.
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Tabela 3 - Sequéncia de primers e tamanho do produto da PCR das variantes genéticas rs9939609
A>T e rs9940128 G>A do gene FTO.

Tamanho do
Sequéncia de primers (5- 3") produto de
PCR (pb)

Variante
genética

Sense: 5 GAG CTG TGA GGA ATACTAGGA G 3
rs9939609 Anti-sense T: 5 GAG ACT ATC CAAGTG CATCACA Y% 354pb
Anti-sense A: 5 GAG ACT ATC CAAGTGCATCACTJ3
Sense: 5 AGG CCT CAG CTT CCC TGAACT GG 3
Anti-sense: 5’ TGC CAT GGA AAA ATC TGG CTC ATG GT ¥ 150pb
Fonte: Elaborada pela autora, UFTM, 2017.

rs9940128

Os produtos de PCR da variante genética rs9939609 foram identificados por
eletroforeses em gel de agarose 2% para visualizar a presenca do alelo A e/ou T.

Para a realizacdo da genotipagem da variante genética rs9940128, o produto
de PCR foi submetido a digestdo com enzima de restricdo Mspl. Os tamanhos de
fragmentos gerados foram de 150, 100 e 50pb. Para cada reacéo, foram utilizados
5uL de produto de PCR, Tampéao 1X, 1U de enzima de restricdo e agua ultrapura
g.s.p 15 pL. As amostras foram incubadas em banho-maria a 37°C por 15 minutos e
posteriormente submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 15%.

A genotipagem das variantes genéticas rs8050136, rs9940128 e rs9939609
foi feita por mais de um observador.

Todas as imagens foram capturadas pelo sistema de captura de imagens (L-

PIX®) e os genotipos identificados.

2.2.4 Anédlise estatistica

Para as variaveis quantitativas, foram utilizadas medidas de posicdo e
centralidade (média) e medidas de disperséo e variabilidade (desvio padrao).

As variaveis categéricas foram analisadas através do software SPSS (IBM,
Armonk, NY, USA). Para comparar as distribuicbes das frequéncias alélicas e
genotipicas entre os grupos (grupos obesidade, sobrepeso e controle) e para
verificar se as distribuicbes genotipicas seguiam o Equilibrio de Hardy-Weinberg
(EHW) foi utilizado o teste de Qui-Quadrado (XZ). O poder estatistico apresentou

80% para deteccao de associagéao, utilizando o software G POWER 3.1.



36

Para a andlise do modelo de heranca e dos haploétipos, foi utilizado o
programa SNPStats (disponivel em: <http://bioinfo.iconcologia.net/SNPstats_web>).
O modelo de heranca e os efeitos das variantes genéticas foram avaliados por: 1 -
Codominancia (homozigoto tipo selvagem x heterozigoto x homozigoto polimérfico);
2 - Dominancia (homozigoto tipo selvagem x heterozigoto + homozigoto polimorfico);
3 - Recessivo (homozigoto polimérfico x homozigoto tipo selvagem + heterozigoto) e
4 - Sobredominéncia (homozigoto tipo selvagem + homozigoto polimérfico x
heterozigoto). O modelo de haplétipo do gene FTO foi inferido usando o programa
SNPStats, verificando a frequéncia populacional estimada.

O modelo de regresséao logistica multipla foi utilizado para determinar o efeito
das variaveis analisadas e o desenvolvimento de obesidade infantil, incluindo fatores
sociodemogréficos, sinais clinicos e dados moleculares. Os modelos incluiram os
seguintes dados: sexo (referéncia: sexo masculino), mée obesa (referéncia: néo),
pai obeso (referéncia: ndo), historico familiar de obesidade (referéncia: ndo), pratica
de atividade fisica (referéncia: ndo), presenca do alelo variante A, C e T (referéncia:
nao). Os resultados do modelo de regressao logistica foram apresentados em Odds
Ratio (OR) e intervalos de confianca de 95% (IC-95%). O nivel de significancia
considerado foi de 5% (p< 0,05).

2.2.5 - Aspectos éticos

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFTM (CAAE:
50100915.9.0000.5154) (ANEXO A).

A abordagem ao participante da pesquisa foi realizada em uma sala fechada,
localizada no Ambulatério do HC, juntamente com seu responsavel. O estudo foi
explicado por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e
assinado por ele e/ou por seu responsavel (APENDICES B, C, D). Os dados
epidemioldgicos e clinicos foram preenchidos no momento da coleta de sangue,

apos a sua anuéncia e autorizacao.
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2.3 RESULTADOS

2.3.1 Caracterizagdo da amostra

O grupo de caso foi constituido por 186 criancas, entre 5 e 19 anos,
separadas nos grupos sobrepeso (com 72 individuos) e obesidade (com 114
individuos), diagnosticadas de acordo com o0s critérios estabelecidos pela
Organizacdo Mundial da Saude (2006). O grupo controle foi constituido por 178
adultos com mais de 19 anos e sem nenhum histérico de obesidade infantil.

Caracteristicas como sexo, pai e mae obesos, historico de obesidade na
familia e pratica de atividade fisica, nos diferentes grupos, dos individuos que

responderam ao questionario, sdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas epidemioldgicas nos grupos obesidade, sobrepeso e controle.

Classificacéo Controle Obesidade Sobrepeso Total

Sexo masculino
N(%)/N total

Sexo feminino
N(%)/N total

Mae com excesso de peso
N(%)/N total

Pai com excesso de peso
N(%)/N total

Obesidade na familia
N(%)/N total

Préatica de atividade fisica
N(%)/N total

53(29,8)/178  44(38,6)/114 22(30,5)/72 119(32,7)/364
125(70,2)/178  70(61,4)/114 50(69,5)/72 245(67,3)/364
36(27,0/133  57(51,3)/111 31(46,2)/67 124(39,8)/311
23(17,9)/128  43(39,0)/110 24(35,8)/67 92(30,1)/305
56(51,3)/109  70(66,6)/105 51(77,2)/66 177(63,2)/280

63(52,9)/119  79(71,1)/111 44(73,3)/60 186(64,1)/290

N total = Total de participantes que responderam sobre o dado.
Fonte: Elaborada pela autora, UFTM, 2017.

Observa-se que a frequéncia de mae obesa, pai obeso, histérico de

obesidade na familia e pratica de atividade fisica foi maior nos grupo de caso.

2.3.2 Andlise da variante genética rs9940128 G>A

Para a variante genética rs9940128 G>A foram analisadas 364 amostras,

sendo 178 do grupo controle, 114 do grupo obesidade e 72 do grupo sobrepeso.
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Os produtos da PCR foram submetidos a digestdo enzimética pela enzima de
restricdo Mspl, dando origem aos gendtipos AA (150pb), AG (150, 100 e 50pb) e GG
(100 e 50pb), demonstrados na Figura 3.

Figura 3 - Gel de poliacrilamida 15% com os produtos de PCR digeridos
pela enzima Mspl para a variante genética rs9940128 G>A,
mostrando os genotipos AA, AG e GG.
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MM = Marcador molecular de 50pb.
Fonte: Da autora, UFTM, 2017.

As frequéncias genotipicas e alélicas para a variante genética rs9940128 G>A

sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas da variante genética rs9940128
G>A do gene FTO em individuos com obesidade, sobrepeso e grupo controle.

Gendtipo Controle Obesidade Sobrepeso Total 2
rs9940128G>A N(%) N(%) N(%) N X P g
Frequéncia genotipica
AA 54(30,3) 35(30,8) 18(25) 107
GA 88(49,5) 56(49,1) 37(51,4) 181 0,965 0915 4
GG 36(20,2) 23(20,1)  17(23,6) 76
Total 178 114 72 364
Frequéncia alélica
A 0,55 0,55 0,51
G 0,45 0,45 0,49

gl = grau de liberdade.
Fonte: Elaborada pela autora, UFTM, 2017.

N&ao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a frequéncia
genotipica e alélica e os grupos estudados (%2=0,965, p=0,915). Os grupos

obesidade, sobrepeso e controle estdo em EHW (x*=0,049, p=0,944; y*=0,056,



39

p=0,81; XZ:O,OOOZ, p=0,989, respectivamente). A comparacao entre 0S grupos e a

presenca do alelo variante é apresentada na Tabela 6.

Tabela 6 — Comparacéo entre os grupos de estudo e a presenca do alelo variante (A) da variante

genética rs9940128 G>A.
Condicao 5’ p OR-(95%:IC)
Obesidade x Sobrepeso 0,309 0,352 1,818 (0,402-1,664)
Obesidade x Controle 0,018 0,509 1,041 (0,576-1,882)
Sobrepeso x Controle 0,447 0,306 0,800 (0,415-0,541)

OR=0d(ds ratio; Cl= Intervalo de confianca.
Fonte: Elaborada pela autora, UFTM, 2017.
N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos

grupos comparados para a presenca do alelo variante.

2.3.3 Anédlise da variante genética rs8050136 A>C

Para a variante genética rs8050136 A>C, 356 amostras foram amplificadas,
sendo 175 do grupo controle, 112 do grupo obesidade e 69 do grupo sobrepeso.
As frequéncias genotipicas e alélicas para a variante genética rs8050136 A>C

sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas da variante genética rs8050136 A>C
do gene FTO em individuos com obesidade, sobrepeso e grupo controle.

Genotipo Controle Obesidade Sobrepeso Total xz p gl
rs9940136A>C N(%) N(%) N(%) N
Frequéncia genotipica
AA 22(12,5) 21(18,7) 14(20,2) 57
AC 80(45,8) 53(47,3) 32(46,4) 165 4,167 0,384 4
CC 73(41,7) 38(40) 23(33,4) 134
Total 175 112 69 356
Frequéncia alélica
A 0,35 0,42 0,36
C 0,65 0,58 0,64

gl = grau de liberdade.
Fonte: Elaborada pela autora, UFTM, 2017.

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a frequéncia
genotipica e alélica e os grupos estudados (x2=4,167 p=0,384). Os grupos

obesidade, sobrepeso e controle estdo em EHW (3°=0,1094, p=0,741; y?=0,44,
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p=0,12; XZ:O,OOOL p=0,991, respectivamente). A comparacao entre oS grupos e a

presenca do alelo variante é apresentada na Tabela 8.

Tabela 8 — Comparacéo entre os grupos de estudo e a presenca do alelo variante (C) da variante

genética rs8050136 A>C.
Condicao 5’ p OR-(95%:IC)
Obesidade x Sobrepeso 0,605 0,472 0,907 (0,426-1,928)
Obesidade x Controle 2,047 0,104 0,623 (0,325-1,196)
Sobrepeso x Controle 2,344 0,094 0,565 (0,270-1,181)

OR=0dds ratio; Cl= Intervalo de confianga.
Fonte: Elaborada pela autora, UFTM, 2017.

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos grupos

comparados para a presenca do alelo variante.
2.3.4 Andlise da variante genética rs9939609 A>T

Para a variante genética rs9939609 A>T 352 amostras foram amplificadas,
sendo 174 do grupo controle, 111 do grupo obesidade e 67 do grupo sobrepeso.

Para analisar a presenca do alelo A e/ou T, foram realizadas PCRs alelo-
especifico, nas quais ha a utilizacdo de primers sense, antisense e primers que se
acoplam na posicdo do alelo mutante e na respectiva posicdo do alelo normal
(BERTHOLO; MOREIRA, 2006), como demonstrado na Figura 4.

Figura 4 - Gel de agarose 2% com os produtos de PCR da variante genética
rs9939609 A>T, mostrando os alelos Ae T.
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Fonte: Da autora, UFTM, 2017.
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As frequéncias genotipicas e alélicas para a variante genética rs9939609 A>T
sao apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9 - Distribuicdo das frequéncias genotipicas e alélicas da variante genética rs9939609 A>T
do gene FTO em individuos com obesidade, sobrepeso e grupo controle.

Gendtipo Controle Obesidade Sobrepeso Total 2
rs9939609A>T N(%) N(%) N(%) N X P gl
Frequéncia genotipica
AA 36(20,7) 26(23,4) 13(19,4) 75
AT 128(73,5) 72(64,9)  48(71,6) 248 4,101 0,393 4
TT 10(5,8) 13(11,7) 6(9) 29
Total 174 111 67 352
Frequéncia alélica
A 0,57 0,56 0,55
T 0,43 0,44 0,45

gl = grau de liberdade.
Fonte: Elaborada pela autora, UFTM, 2017.

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre a frequéncia
genotipica e alélica nos grupos estudados (x2=4,101 p=0,393). Os grupos
obesidade, sobrepeso e controle ndo estdo em EHW (x2=11,04, p=0,0009; y?=13,49,
p=0,0002; X2:44,35, p<0,0001, respectivamente). A comparacao entre 0S grupos e a

presenca do alelo variante é apresentada na Tabela 10.

Tabela 10 — Comparagdo entre os grupos de estudo e a presenca do alelo variante (T) da variante

genética rs9939609 A>T.
Condicao x° p OR-(95%:IC)
Obesidade x Sobrepeso 0,395 0,332 1,271 (0,601-2,685)
Obesidade x Controle 0,325 0,334 0,847 (0,478-1,500)
Sobrepeso x Controle 0,027 0,513 1,061 (0,522-2,159)

OR=0d(ds ratio; Cl= Intervalo de confianca.
Fonte: Elaborado pela autora, UFTM, 2017.

N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa em nenhum dos grupos

comparados para a presenca do alelo variante.

2.3.5 Andlise de regressado logistica para as variantes genéticas rs9940128
G>A, rs8050136 A>C, rs9930609 A>T do gene FTO

A Tabela 11 apresenta os resultados da analise de regressao logistica entre
0S grupos caso (obesidade e sobrepeso) e controle, para as variantes geneéticas

estudadas. O presente estudo considerou o sexo feminino como um fator de risco
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para a obesidade devido as alteracdes hormonais mais frequentes neste sexo,
principalmente durante a puberdade, o que pode levar ao aumento de peso corporal
(IP et al., 2017; WISNIEWSKI et al., 2017).

Tabela 11 — Resultados da andlise de regressao logistica entre os grupos de caso (obesidade e
sobrepeso) e controle.

Grupo Grupo Grupo

.z . 0,
vantenE Enelisee obesidade sobrepeso controle P O € 9]
Sexo feminino
Sim(%) 70(61,4) 50(69,5) 125(70,2) 0,1983 0,67517 i’%%%%i’
N&o(%) 44(38,6) 22(30,5)  53(29,8) :
Mae com excesso
de peso
Sim(%) 57(51,3) 31(46,2)  36(27,0) 10,0225  2,026114 1:;1701‘:3%?675
Nao(%) 54(48,7) 36(53,8) 97(73,0) '
Pai com excesso
de peso
Sim(%) 43(39,0) 24(35,8) 23(17,9) 02806  1,432197 %77‘;%822186
N&o(%) 67(61,0) 43(64,2) 105(82,1) :
Histérico familiar
Sim(%) 70(66,6) 51(77,2) 56(51,3) 0,1964  1,472534 %8614%5;:
N&o(%) 35(33,4) 15(22,8)  53(48,7) :
Prética de
atividade fisica 0.87826-
Sim(%) 79(71,1) 44(73,3)  63(52,9) 0,1276  1,573229 2818129
Nao(%) 32(28,9) 16(26,7) 56(47,1) ’
rs9940128 alelo A 0.20324-
GA-AA 91(79,9) 55(76,4) 142(79,8) 0,0439  0,445862 0978115
GG 23(20,1) 17(23,6) 36(20,2) ’
rs8050136 alelo C 0.136095-
AC-CC 91(87,3) 55(79,8) 153(87,5) 0,089 0,395926 e
AA 21(18,7) 14(20,2) 22(12,5) :
rs9939609 alelo T 0.437858-
AT-TT 85(76,6) 54(80,6) 138(79,3) 0,9094  0,955697 > 085964
AA 26(23,4) 13(19,4)  36(20,7) :

OR=0d(ds ratio; IC= Intervalo de confianca.
Fonte: Elaborado pela autora, UFTM, 2017.

Na andlise de regressdo logistica entre 0s grupos caso (obesidade e
sobrepeso) e controle, o parametro méde com excesso de peso foi estatisticamente
significativo (x°=24,18, p=0,0225), indicando que individuos nos quais a mée tem
excesso de peso possuem um risco duas vezes maior (OR=2,026114) de
desenvolver obesidade em relagéo aos individuos nos quais a mae nao tem excesso

de peso. Embora o parametro presenca do alelo A da variante genética rs9940128
tenha dado um valor de p estatisticamente significativo (y?=24,18, p=0,0439),

indicando uma frequéncia maior do alelo variante A no grupo controle, ndo foi

possivel quantificar o risco.
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2.3.6 Andlise de padrdo de heranca das variantes genéticas rs9940128 G>A,
rs8050136 A>C e rs9939609 A>T do gene FTO

A Tabela 12 apresenta a analise de associacdo das trés variantes genéticas
avaliadas neste estudo para modelo de heranca, nos grupos caso (obesidade e
sobrepeso) e controle, realizada pelo programa SNPStats.

Tabela 12 — Modelo de heranca para as variantes genéticas rs9940128 G>A, rs8050136 A>C e
rs9939609 A>T.

Grupo controle

Grupo de caso

N )
Modelo Genotipo N(%) N(%) OR (95% IC) p
rs9940128 G>A
AIA 54 (30,3%) 53 (28,5%) 1,00
Codominante G/A 88 (49,4%) 93 (50,0%) 1.08 (0,67-1,75) 0,9
GIG 36 (20,2%) 40 (21,5%) 1,15 (0.64-2,07)
. AA 54 (30,3%) 53 (28,5%) 1,00
D
ominante GIA-GIG 124 (69,7%) 133 (71,5%) 1,10 (0,70-1.73) 7
A A_ 0, 0,
Recessive IAGIA 142 (79,8%) 146 (78,5%) 1,00 074
GIG 36 (20,2%) 40 (21,5%) 1,09 (0,66-1,81)
. ANAGIG 90 (50,6%) 93 (50,0%) 1,00
Sobred t 1
obredominante 88 (49,4%) 93 (50,0%) 102 (068155 O
rs8050136 A>C
cIC 73 (41,7%) 61 (33,7%) 1,00
Codominante AIC 80 (45,7%) 85 (47,0%) 1,31(0,83-2,07) 0,094
AA 22 (12,6%) 35 (19,3%) 2,00 (1,06-3,79)
. cic 73 (41,7%) 61 (33,7%) 1,00
Dominante AIC/A-A 102 (58,3%) 120 (66,3%)  1.45(0,94-225) 09
. CIC-AIC 153 (87,4%) 146 (80,7%) 1,00
Recessivo AA 22 (12,6%) 35 (19,3%) 1,72 (0.96-308)  008°
. CIC-AIA 95 (54,3%) 96 (53,0%) 1,00
Sobredominante - 80 (45,7%) 85 (47,0%) 1,06 (0,70-1,61) %7
rs9939609 A>T
AIA 36 (20,7%) 39 (21,9%) 1,00
Codominante AT 128 (73,6%) 120 (67,4%) 0,86 (0,51-1,44) 0,22
T 10 (5,8%) 19 (10,7%) 1,70 (0,70-4,15)
. AIA 36 (20,7%) 39 (21,9%) 1,00
Dominante ANT-T/T 138 (79,3%) 139 (78,1%) 092 (055153 7%
Recessive ANA-AT 164 (94,2%) 159 (89,3%) 1,00 o1
T 10 (5,8%) 19 (10,7%) 1,91 (0,86-4,25) !
. ANATIT 46 (26,4%) 58 (32,6%) 1,00
Sobred t 2
obredominante ¢ 128 (73,6%) 120 (67,4%) 0,74 (0,47-1,18) 0.
OR=0dds ratio; Cl= Intervalo de confianca; p<0,05
Fonte: Elaborado pela autora, UFTM, 2017.
N&o foi observada diferenca estatisticamente significativa entre as variantes

genéticas e os modelos de heranga estudados.
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2.3.7 Andlise de hapldtipos

A Tabela 13 apresenta os haplétipos construidos através da andlise das trés
variantes genéticas do gene FTO avaliadas neste estudo (rs9940128, rs8050136,
rs9939609) utilizando o programa SNPStats. Foi investigada a associacdo destes

haplétipos com a suscetibilidade para desenvolver obesidade.

Tabela 13 — Haplétipos e frequéncia haplotipica das variantes genéticas rs9940128 G>A, rs8050136
A>C, rs9939609 A>T em individuos com sobrepeso/obesidade e grupo controle.

- Frequéncia

Haplotipo Total gaso Controle OR (95% IC) P
A-A-A 0,3491 0,3795 0,319 1.00
G-C-T 0,313 0,3314 0,2916 1.04 (0.67 - 1.61) 0.86
G-C-A 0,1346 0,1274 0,1438 0.75(0.43-1.33) 0.33
A-C-T 0,0866 0,0667 0,1104 0.54 (0.26 - 1.10) 0.092
A-C-A 0,0733 0,0461 0,0991 0.39 (0.18 - 0.85) 0.017
A-A-T 0,0336 0,0427 0,022 1.78 (0.55 - 5.75) 0.34

OR=0dds ratio; Cl= Intervalo de confianca; p<0,05
Fonte: Elaborado pela autora, UFTM, 2017.

N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os haploétipos
e o0 desenvolvimento de obesidade. Mesmo que o haplotipo A-C-A tenha tido um
valor de p menor que 0,05, a presenca deste haplétipo € um fator de protecdo contra

a obesidade infantil.
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2.4 DISCUSSAO

A obesidade infantil € considerada um dos maiores problemas de saude
médica e publica, com sua prevaléncia aumentada, consideravelmente, a cada ano.
A etiologia da doenca € de carater multifatorial, resultante de uma interagdo entre
fatores genéticos e ambientais (KUMAR; KELLY, 2017). Dentre os fatores genéticos,
0 gene FTO €& um dos mais relacionados a esta condicdo, tendo um papel
importante no controle da homeostase energética e composi¢ao de gordura corporal,
cuja acdo concentra-se mais em regies do cérebro caracterizadas por agirem no
equilibrio energético, como o hipotalamo, mas podendo também desempenhar suas
funcdes em tecidos periféricos, como musculo esquelético e tecido adiposo (TUNG
et al., 2014). Varios estudos investigam a associacao entre variantes genéticas do
gene FTO e o aumento de peso corporal em diferentes populacdes (BORDONI et
al., 2017; CHUENTA et al., 2015; DWIVEDI et al., 2012; FRANZAGO et al., 2017;
GRANT et al., 2008; HINNEY et al., 2007; KLOTING et al., 2008; MEI et al., 2012;
NAMJOU et al., 2013; KLIMENTIDIS et al., 2011).

Em relagdo a variante genética rs9940128 G>A, alguns estudos consideram
como variante o alelo A (CHUENTA et al., 2015; HINNEY et al., 2007), enquanto
outros consideram o alelo G (HOTTA et al., 2008; RAMYA et al., 2011). De acordo
com o dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9940128), verificou-
se como variante o alelo A, o que foi utilizado como referéncia no presente estudo.

Hinney e colaboradores (2007) estudaram criangcas e adolescentes com
obesidade extrema e encontraram associacdo entre o alelo A desta variante
genética e obesidade de inicio precoce. Chuenta e colaboradores (2015), em um
estudo com a populacéo tailandesa, no qual o grupo de caso foi composto por
criancas de 8 a 20 anos e o grupo controle por familiares aparentados em 1° e 2°
graus do probando (sem informagdes sobre a idade), ndo encontraram associagao
entre o alelo A e a obesidade infantil, 0 que corrobora com o presente estudo, que
também ndo encontrou associacao.

Hotta e colaboradores (2008) concluiram que em japoneses adultos o alelo G
estd associado a obesidade severa e parametros relacionados, como nivel de
glicose plasmatica, colesterol total, triglicérides e colesterol HDL.

Em relagdo a variante genética rs8050136 A>C, o dbSNP/NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=8050136) considera o alelo A o
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ancestral, o que foi adotado no presente trabalho. Entretanto, os estudos
consultados consideram como ancestral o alelo C.

No presente estudo nao foi observado associacdo da obesidade com essa
variante genética.

Namjou e colaboradores (2013) estudaram cinco grupos de criangas
europeias e mostraram que, para a variante genética rs8050136, o alelo A esta em
associacdo com a obesidade em todos os grupos, resultado que também foi
encontrado em outros estudos com criancas/adolescentes (DWIVEDI et al., 2012;
GRANT et al., 2008; KLIMENTIDIS et al., 2011) e adultos (KLOTING et al., 2008;
MEI et al., 2012; XIAO et al., 2015).

Mei e colaboradores (2012) estudaram criancas/adolescentes e adultos e ndo
encontraram associacdo entre o alelo A desta variante genética e a obesidade
infantil, mas apenas a adulta, sugerindo que genes implicados em vias relacionadas
ao desenvolvimento neural e ao metabolismo celular podem ter efeitos a longo prazo
sobre o desenvolvimento da obesidade e que 0s genes expressos na infancia e o
IMC da idade adulta podem ser diferentes. Dwivedi e colaboradores (2012) também
sugeriram que as variantes genéticas do gene FTO tém influéncia dependente da
idade nos tragos de adiposidade em indianos, com maior impacto em criangas em
comparacao com adultos.

Klimentidis e colaboradores (2011), em um estudo com criancas de varias
etnias, indicaram que o alelo C confere protecdo ao aumento de IMC e
circunferéncia da cintura. No entanto, a associacdo foi contraria ao esperado, de
modo que o alelo relatado como protetor na literatura com obesidade adulta (alelo A)
foi relacionado a maior IMC e circunferéncia da cintura na amostra pediatrica,
sugerindo que as associacfes genéticas com IMC entre criancas sao diferentes em
adultos, e que alguns locos podem agir através da massa corporal magra. Além
disso, o risco genético ndo € o mesmo nos diferentes grupos étnicos/raciais.

J& Stratigopoulos e colaboradores (2008, 2016) encontraram associagcéo
diferente dos demais estudos, mostrando que o alelo A estad relacionado a
diminuicdo da expressdo do gene FTO e de um gene proximo, RPGRIP1L, e
associado a um menor IMC, preferencialmente quando se liga ao CUTL1 no DNA
dos fibroblastos em humanos, diminuindo a expressdo do gene FTO, em

camundongos.
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Apesar de o presente estudo considerar o alelo A como ancestral, ndo se
observou associacdo da variante genética rs8050136 com a obesidade infantil.
Estudos utilizam a circunferéncia da cintura como fator de risco para obesidade, fato
nao considerado neste trabalho, o que poderia ser um dado importante na analise de
associacdo. Ressalta-se ainda que a populacdo brasileira é bastante heterogénea
geneticamente, o que dificulta a comparacao com outros estudos.

Para a variante genética rs9939609 A>T, segundo o dbSNP
(https:/iwww.ncbi.nim.nih.gov/SNP/snp_ref.cgi?rs=9939609), o alelo A € o ancestral,
0 que foi considerado no presente trabalho e ndo pelos demais.

Bordoni e colaboradores (2017) ndo encontraram associacao entre o alelo A
desta variante genética e a obesidade infanti em uma populacdo de criancas
italianas, o que corrobora com o0 presente estudo, que também ndo observou
associacdo. Além disso, as frequéncias alélicas dos grupos obesidade, sobrepeso e
controle do presente estudo ndo estdo em EHW, o que pode indicar que fatores
relacionados a esta variante genética interfiram na frequéncia génica nesta
populacdo. Outro fator a ser considerado € a deriva genética ou erro de
amostragem. Em todos os grupos € observada uma frequéncia genotipica alta nos
individuos heterozigotos.

Estudos encontraram associacdo entre a presenca do alelo
A da variante genética rs9939609 A>T e a obesidade infantil (DWIVEDI et al., 2012;
MENG et al.,, 2014; ZOU et al., 2015). Dwivedi e colaboradores (2012), em uma
populacdo de criangas indianas, analisaram outros parametros e observaram que o
alelo A estd associado ao aumento de IMC, peso, circunferéncia da cintura e do
quadril. Além disso, é responsavel pela variacao de até 0,88% no IMC e 0,65% na
circunferéncia da cintura.

Zou e colaboradores (2015) relataram que criancas e adolescentes chinesas
com o genotipo AA ou AT tinham um IMC maior em relagdo ao mesmo grupo com
genotipo TT, indicando o alelo T como alelo protetor. Além disso, a presenca de pelo
menos um alelo A revelou uma maior perda de controle durante a refei¢cdo, tendendo
a comer mais, e maior selecdo de alimentos ricos em gordura em uma dieta livre.
Também foi encontrada associagao entre os genotipos AA e AT e niveis de alguns
parametros relacionados com a obesidade, como niveis de colesterol total, colesterol

LDL, glébulos vermelhos, hemoglobina e hematécrito.
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Outros estudos ndo encontraram associacao entre esta variante genética e a
obesidade e parametros como IMC, adiposidade, nivel de glicose, colesterol LDL e
HDL e presséao arterial (FRANZAGO et al., 2017; DE LUIS et al., 2012; YAJNIK et
al., 2009) em populacdes adultas.

Vale observar que a maioria dos estudos que encontrou associagao entre o
alelo A da variante genética rs9939609 e a obesidade infantil/adulta avaliou
populacdes asiaticas, que sdo menos miscigenadas que a populacdo brasileira e
compostas em sua maioria por individuos de fenotipo mais magro (CHIU et al., 2011,
LOW et al., 2009; RAZAK et al., 2007), o que pode estar relacionado a um estilo de
vida mais saudavel, fato que pode levar a modulacdo de genes associados a
obesidade.

Resultados de ndo associacdo entre as variantes genéticas e a obesidade
infantil podem ter sido encontrados pelo fato do presente estudo néo distinguir as
criancas (até 12 anos) dos adolescentes (dos 12 aos 19 anos), inserindo-os em
grupos diferentes. E sabido que a puberdade ocorre em média aos 12 anos de idade
e é caracterizada por muitas alteracdes hormonais e corporais (BRANCO; CINTRA;
FIBERG, 2006; DANIELS; HASSINK, 2015; SLOBODA et al., 2007; THOMAS et al.,
2001). Este fato pode levar a mudancas no IMC, o que acaba interferindo nos
achados sobre a real influéncia dos fatores genéticos na obesidade infantil. Além
disso, fatores ndo-genéticos modulam a expressdo de genes relacionados a essa
doenca multifatorial, como habitos alimentares e pratica de atividade fisica, eventos
que também alteram consideravelmente o peso corporal e outras condicdes
relacionados a obesidade, como resisténcia a leptina e a insulina (DANIELS;
HASSINK, 2015; FREDERICH et al., 1995; GUIZAR-MENDOZA et al., 2005;
POPKIN, 2006). A infancia e adolescéncia sdo periodos nos quais os fatores
ambientais ndo sdo estaveis como nos idosos, grupo etario no qual observa-se
melhor a influéncia direta dos componentes genéticos em determinada doenca de
carater multifatorial (ROTTER et al., 2016). Além disso, mesmo que determinados
individuos tenham a predisposi¢do genética necessaria, eles respondem de forma
diferente aos fatores ambientais obesogénicos, o que influencia no efeito dos fatores
genéticos na obesidade (CHEUNG,; YEO, 2011).

Os dados do grupo controle, no presente estudo, foram obtidos por meio de
autorrelato, o que pode nédo ser fidedigno, considerando que o individuo ja adulto

pode ndo se lembrar do seu IMC aos seis anos, por exemplo. Devido a isso, ter ou
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nao sobrepeso/obesidade pode ser um fato muito relativo, no qual enquanto este
individuo ja seria diagnosticado com sobrepeso por meio do IMC na sua infancia, ele
pode ndo ter considerado este excesso de peso como sobrepeso, sendo um viés no
presente trabalho.

O histdrico de obesidade materna é um evento importante para se relacionar
com o risco da descendéncia desenvolver obesidade. Boney e colaboradores (2005)
concluiram que criancas grandes ao nhascer foram expostas a um ambiente
intrauterino de diabetes ou obesidade materna e tem um risco maior de desenvolver
sindrome metabdlica durante a infancia. Estudos recentes também concluiram que a
obesidade materna é um fator de risco para a descendéncia (CATALANO;
SHANKAR, 2017; GODFREY et al., 2017). Segundo Maffeis e Morandi (2017), a
distribuicdo de gordura corporal em mulheres obesas favorece a lipotoxicidade e
disfuncdes metabdlicas, expondo o feto a sobrecarga de glicose e gordura,
causando o aumento de seu tamanho e de massa gorda, assim como uma disfuncéo
metabdlica e inflamacdes. O presente estudo sugere o mesmo, no qual uma méae
obesa confere um risco duas vezes maior para a descendéncia desenvolver
obesidade na infancia.

Estudos recentes relataram que a pratica de exercicio fisico esta associada a
uma reducao significativa de aumento de peso infantil, gordura visceral, subcutanea
e hepética (GONZALEZ-RUIZ et al., 2017; KEANE et al., 2017; VIDEIRA-SILVA;
FONSECA, 2017).

Rajjo e colaboradores (2017), entretanto, mostraram que a pratica de
exercicio fisico sem restricdo calorica resultou em melhorias na pressao arterial, mas
nao causou perda de peso. Somente quando o exercicio foi combinado com dieta,
importantes reducdes nas medidas de peso corporal foram observadas. Este achado
corrobora com nosso estudo, que ndo encontrou associacdo entre a pratica de
exercicio fisico e a perda de peso corporal, 0 que pode ser explicado pelo fato de
nem todos os participantes terem respondido sobre a pratica de exercicios fisicos e,
0S que responderam, tinham uma frequéncia semanal muito variada, de uma até
sete vezes por semana.

O sexo feminino também parece ser um fator de risco para a obesidade. Ip e
colaboradores (2017), em um trabalho sobre os determinantes do efeito rebote da
adiposidade, e Wisniewski e colaboradores (2017), com criangcas peruanas,

relataram que o sexo feminino € um fator de risco para esta condi¢cdo. Entretanto,
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Akca, Uysal e Buyukgonenc (2016), com uma populagdo da Turquia, né&o
encontraram associagdo entre sexo feminino e obesidade. Vale observar que a
populacao turca é composta em sua maioria por homens, o que pode levar a um
enfoque nutricional maior neste sexo. O presente estudo também ndo encontrou
associacao entre este parametro e a obesidade infantil.

Vale ressaltar que a amostra investigada € relativamente pequena e, por ser
um estudo com a populacao brasileira, muito heterogénea. Além disso, as respostas
sobre a pratica de atividade fisica foram obtidas por meio de autorrelato, dificultando
a interpretacdo da frequéncia semanal da mesma. Esses dados interferem no
resultado, o que, provavelmente, levou a uma nao associagcdo entre os parametros
sexo e pratica de atividade fisica.

Vérios estudos também relatam associacdo entre as variantes genéticas
investigadas e o DM2. Em um estudo com sul indianos, Ramya e colaboradores
(2011) n&o observaram associacdo da variante genética rs9940128 com a
obesidade, mas com o DM2, mostrando que o genétipo GG (ancestral) confere um
risco duas vezes maior de desenvolver esta doenca, concluindo que o alelo A é
protetor.

Outros trabalhos relataram associagcdo da variante genética rs8050136 com o
DM2 (QIAN et al., 2013; VOTSI et al., 2017; XIAO et al., 2015, 2016; YANG et al.,
2017). Qian e colaboradores (2013) descreveram que 0s genotipos AC/AA foram
associados a um risco maior de desenvolver essa doenca, e Xiao e colaboradores
(2015) mostraram que esta variante genética pode correlacionar-se com o DM2 por
meio do IMC. Vale ressaltar que o DM2 € uma doenc¢a na qual a obesidade € um
fator de risco, mas, no presente estudo, a presenca dessa condi¢cdo foi critério de
excluséo.

Yajnik e colaboradores (2009), em um estudo com adultos indianos,
encontraram associacao entre o alelo A da variante genética rs9939609 e o DM2.
De Luis e colaboradores (2012), em um estudo com pacientes caucasianos obesos,
também encontraram associagdo do alelo A e niveis de insulina, triglicérides,
resisténcia insulinica e adiponectina, fatores que também podem provocar
mudancas no peso corporal.

Quanto aos modelos de heranca, o0 presente estudo n&o encontrou
associacdo entre o alelo T da variante genética rs9939609 e a obesidade infantil.

Rotter e colaboradores (2016), com homens de meia-idade e idosos, encontraram
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associacdo entre o alelo A e niveis maiores de colesterol total e colesterol LDL no
modelo de heranca recessivo, indicando que homozigotos deste alelo possuem
concentracfes maiores de colesterol total e LDL em relacdo a outros genaotipos. Este
estudo pode ter encontrado associacdo por se tratar de uma avaliagdo com
individuos com mais de 65 anos, que se encaixam em uma faixa etaria na qual se
observa com mais clareza a real influéncia genética nas condi¢Bes investigadas.
Papathanasopoulos e colaboradores (2010) também observaram que o alelo A para
padrdo recessivo da variante genética rs9939609 estava associado a um volume
méaximo tolerado (para chegar a saciedade durante uma alimentacdo) diminuido. O
mesmo foi encontrado por Huang e colaboradores (2016) com pacientes com
cancer.

Para a variante genética rs8850136, Liu e Chen (2017) observaram
associacdo do alelo A com a Sindrome dos Ovérios Policisticos (SOP) para o
padréo recessivo. Vale ressaltar que a obesidade esté relacionada a esta condicéo
clinica.

Qian e colaboradores (2013), com a populacao chinesa, indicaram que o alelo
A desta variante genética possui associacdo com o DM2 em ambos 0s grupos caso
e controle para o modelo de heranca, sugerindo que portadores dos genétipos AC
ou AA possuem um risco maior de desenvolver essa doenca, considerando o alelo A
dominante. Ewens e colaboradores (2010), com mulheres com SOP, relataram o
alelo A das variantes genéticas rs8050136 e rs9939609, como padrdo recessivo,
esta associado a suscetibilidade para obesidade. O presente estudo ndo observou
associacdo no modelo de heranca, fato também encontrado por Namjou e
colaboradores (2013).

Quanto a variante genética rs9940128, nao foi identificada associacao
aplicando o modelo de heranga no presente estudo. O mesmo achado foi observado
por Hinney e colaboradores (2007) e Chuenta e colaboradores (2015).

As distribuicbes dos gendtipos das variantes genéticas rs9940128, rs8050136
e rs9939609 no modelo de herancga, considerando codominante, sobredominante,
dominante e recessivo nao diferiram entre os grupos caso e controle, o que pode
explicar um resultado de ndo associacao encontrado.

Até o momento, ndo ha trabalhos na literatura relacionando simultaneamente
estas variantes genéticas na obesidade infantil, o que pode indicar ser este o

primeiro estudo a investigar este haplotipo nesta doenca. Devido a isso, a
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comparacgdo dos resultados com a literatura é insuficiente. No presente estudo, o
haplétipo A-A-A foi mais frequente nos grupos caso e controle. O haplétipo A-C-A
esta mais frequente no grupo controle, o que sugere ser um fator de protecéo contra
a obesidade infantil.

O termo haplotipo pode ser definido como uma combinacdo de alelos de
multiplos locos localizados em cromossomos homologos, e que podem ser herdados
juntos (ZUO; WANG,; LUO, 2014). Os haplétipos surgem como um atributo intrinseco
da variacdo genética populacional (CLARK, 2004) e, além disso, as analises
baseadas em hapl6tipos podem apresentar resultados mais soélidos quando se
investiga o efeito dos alelos variantes na etiologia de determinada doenca em
relacdo as analises de apenas um SNP isoladamente (MORRIS; MORRIS; KAPLAN,
2002).

O haplétipo CGA das variantes genéticas rs1421085, rs17817449 e
rs9939609, respectivamente, foi associado com a obesidade no estudo de Price, Li e
Zhao (2008) com obesos extremos. Elouej e colaboradores (2016), com as variantes
genéticas rs1421085, rs8057044 e rs9939609, encontraram trés haplétipos comuns,
TGT (43%), CAA (28%) e TAT (11%), e indicaram que os haplétipos CGA e TGT
conferem risco de desenvolver sindrome metabdlica apenas em mulheres.

Zeng e colaboradores (2015), em uma populacdo chinesa, mostraram que o
haplétipo TAC das variantes genéticas rs9939609, rs1477196 e rs1121980 diminui o
risco de desenvolver cancer de mama, indicando haver relacéo entre o gene FTO e
a patogénese do cancer de mama em mulheres.

Em um estudo com norte indianos, Srivastava e colaboradores (2016)
encontraram associacdo entre as variantes genéticas rs8050136, rs1421085,
rs9939609, rs17817449, do gene FTO, e rs3751723, do gene IRX-3, e a obesidade
com os haplétipos AACTG, CTTGT e AACGT, o que reforca a ligacao entre estes
dois genes.

Um estudo de Ramos e Spritzer (2015) com mulheres brasileiras relataram
que a presenca do haplétipo AA destas variantes genéticas ndo conferia um risco
maior de desenvolver SOP, mas sim hiperglicemia em jejum. Junging e
colaboradores (2014), em um estudo com adolescentes chineses de 14 a 18 anos,
ndo encontraram associacdo entre os haplétipos GTTC e TAAA das variantes
genéticas rs3751812, rs9939609, rs1558902 e rs8050136 e o risco de estar acima

do peso.
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Em relacdo a variante genética rs9940128, Ramya e colaboradores (2011)
mostraram que o0s haplétipos GCCTTA e GCCTTT das variantes genéticas
rs9940128, rs7193144, rs8050136, rs918031, rs1588413 e rs11076023 conferiam
risco de desenvolver DM2. Em contrapartida, o haplétipo ACCTCT foi associado a
diminuicdo do risco de desenvolver esta condigéo.

Sabe-se que a obesidade é um transtorno complexo, com gravidade clinica
variada, e pode ser um fator de risco para inUmeras outras condi¢cdes alarmantes,
como DM2 e doencas cardiovasculares. Portanto, é esperado que diversos genes
estejam envolvidos nos mecanismos que contribuem para o desenvolvimento dessa
doenca.

Variantes genéticas, principalmente no primeiro intron do gene FTO, uma
regido onde a sequéncia € fortemente conservada entre as espécies, foram o0s
primeiros SNPs a serem associados ao aumento de peso corporal (FRAYLING et al.,
2007) e, por meio de evidéncias, conclui-se ser o gene FTO o fator genético mais
importante na obesidade (ALMEN et al., 2013), sugerindo que um sitio de
cisregulacao alterado dentro do haplétipo do intron associado a esta condicao leva a
uma expressdo elevada do gene FTO (BERULAVA; HORSTHEMKE, 2010). Os
efeitos deste gene podem diferir dependendo da regido do cérebro, tecido e/ou fase
de desenvolvimento (FAROOQI, 2011), e sua expressao elevada pode alterar a
expressao ou secrecao de leptina do tecido adiposo (CHURCH et al., 2010). Seu
papel fisiologico também poderia estar ligado ao reparo ou modificacdo de acidos
nucléicos (CHEUNG; YEO, 2011).

Assim sendo, sdo necessarios mais estudos com este gene no intuito de
avaliar o papel de suas variantes genéticas na obesidade, em conjunto com 0s
fatores ambientais, para haver um melhor entendimento desta condicdo que atinge
todas as idades, e sugerir possiveis biomarcadores moleculares que auxiliem no
diagnoéstico precoce de criangcas e adolescentes sob risco de desenvolver esta

condigao.
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3 CONCLUSAO

O gendtipo heterozigoto das variantes genéticas rs9940128 G>A, rs8050136
A>C e rs9939609 A>T é mais frequentes nos trés grupos estudados (sobrepeso,
obesidade e controle). A frequéncia do alelo variante € maior nas variantes
genéticas rs9940128 G>A e rs8050136 A>C e menor na variante genética
rs9939609 A>T para 0s grupos estudados.

N&o ha associacdo das variantes genéticas rs9940128 G>A, rs8050136 A>C
e rs9939609 A>T e parametros como sexo, pai obeso, historico de obesidade na
familia e préatica de atividade fisica, com o risco de desenvolver obesidade infantil.
Entretanto, por meio da analise de regressao logistica, observa-se que a mae com
excesso de peso confere um risco maior de sua descendéncia desenvolver
obesidade na infancia, o que pode conduzir a novas pesquisas acerca do papel da
herdabilidade nesta doenca e no monitoramento familiar de criancas que
apresentam excesso de peso.

O haplotipo A-A-A é mais frequente nos grupos caso e controle e o haplétipo
A-C-A é mais frequente no grupo controle, sugerindo ser um fator de protecéo contra
a obesidade infantil, fato que também pode auxiliar na investigacdo da acédo

simultanea de variantes genéticas do gene FTO no desenvolvimento desta doenca.
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APENDICE A - Questionario

“INVESTIGAGAO MOLECULAR DE GENES ENVOLVIDOS NA OBESIDADE INFANTIL”

Classificacdo: ( ) Controle () sobrepeso ( ) obeso () sindrome metabdlica

1. Identificacdo
Nome do participante: DN: / /
Sexo: Feminino (___ ) Masculino (__ )
Nome do Pai:
Nome da Mée:
Endereco/telefone:

2. Dados Clinicos
2.1 Peso: kg Altura: m IMC: ___ Kg/m?

Circunferéncia de cintura % gordural corporal
2.2 Acantose nigricans () Sim () Néo
2.3 Exames laboratoriais:

Glicemia Insulina

Colesterol Total HDL LDL VLDL Triglicérides
2.4 Pressdo arterial
2.5 Estadiamento puberal:
2.5 Pratica alguma atividade fisica? Sim (__) Ndo (_ ) Se sim, qual, com que frequiéncia e ha quanto
tempo?

3. Historia Gestacional
3.1 Parto? Normal (_) Cesariana (_)
3.2 Peso e comprimento ao nascimento:
3.3 Duragdo da gestagdo (semanas):
3.5 A mée teve complicacBes durante a gravidez? Sim (__) N&o (__) Se sim, quais?

3.6 A mée teve acompanhamento nutricional durante a gravidez? Sim (__) Né&o (_)
Por quanto tempo:

3.7 A mée teve outras gestagdes? Quantas? Apresentou complicacdes, quais?

4. Historico familiar
4.1 A mde & obesa? Sim (__) Nao (_) Altura Peso (momento da consulta)

4.2 O Pai é obeso? Sim (__) Néo (_) Altura Peso (momento da consulta)




4.3 Ha casos de obesidade na familia? Sim (__) Né&o (__) Se sim, quem?

5. Desenvolvimento
5.1 A partir de qual idade o participante comegou apresentar excesso de peso?

5.2 Até que idade a crianca foi amamentada?

5.3 Motivo da suspensdo da amamentacdo?

5.4 Como é a alimentacéo do participante? Ingestdo de alimentos caldricos em excesso:
Café/ Lanche/ Almoco/ Lanche tarde/ Jantar/ Ceia )

5.5 Quais séo os alimentos preferidos?

5.6 Faz quantas refei¢fes por dia, contando os lanches?

5.7 O participante apresenta irritabilidade quando estd com fome? Sim () Néo ()

5.8 O participante apresenta dificuldade para dormir? Sim (__) Na&o (__) Se sim, que tipo?

5.9 Quantos horas, em média, o participante dorme por dia?

5.10 Apresenta algum problema de saide? Sim (__) N&o (_) Se sim, qual?

5.11 Faz tratamento com algum remédio? Sim (__) Né&o (_) Se sim, qual?

5.12 Que doengas ja teve ou tem?

5.13 Frequienta escola? (__) Sim (__) Nao
Se sim, na escola a crianga acompanha bem o contedido? Sim (__) N&o (_)
Obs:

5.14 Ja repetiu de ano? Sim (__) N&o (__) Se sim, quantas vezes e por que?

5.15 Informagdes Adicionais (ex.irmédos? histérico de sindromes na familia? ):
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APENDICE B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE — Grupo controle)

TITULO DO PROJETO: “INVESTIGACAO MOLECULAR DE GENES ENVOLVIDOS NA
OBESIDADE INFANTIL™.

JUSTIFICATIVA E OS OBJETIVOS DA PESQUISA:

A prevaléncia da obesidade vem crescendo de forma expressiva no mundo todo, chegando a ser considerada, pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como a maior epidemia de salde publica e um fator de risco para vérias
outras patologias importantes, como diabetes e hipertensdo. A realizacdo de estudos para investigacdo de fatores
genéticos associados & obesidade sdo importantes, sabendo que varios genes tém influéncia sobre esta condigéo. Por
isso, o(a) Sr(a). estd sendo convidado(a) a participar, de maneira voluntaria, do projeto de pesquisa:
“INVESTIGACAO MOLECULAR DE GENES ENVOLVIDOS NA OBESIDADE INFANTIL”. Nesta pesquisa ha
necessidade de comparar os dados das criangas/adolescentes com obesidade infantil com um grupo controle. Como
vocé refere que ndo teve obesidade durante a infancia/adolescéncia, esta sendo convidado(a) a participar do grupo
controle deste trabalho, que tem como objetivo investigar a contribuicdo de fatores genéticos para o desenvolvimento
dessa doenga.

PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS E RISCOS:

Vocé responderd um questionario sobre a sua condigao, historico familiar, entre outros dados a serem analisados nessa
pesquisa. Serdo coletados de 10 ml de sangue (uma Unica vez, a menos que ocorra algum problema com o
processamento da amostra que exija uma recoleta). As amostras serdo coletadas e analisadas no Laborat6rio de
Genética Humana e Molecular. N&o serd feito nenhum procedimento que traga risco a vocé. Vocé poderéa ter algum
desconforto na coleta de sangue, que sera minimizado, pois a coleta serd executada por profissional capacitado.

BENEFICIOS ESPERADOS:

Este projeto de pesquisa ndo oferece beneficios diretos a vocé. O beneficio principal da participagdo neste é
possibilitar que no futuro, os resultados alcangados com esta pesquisa possam auxiliar no diagndstico e tratamento
desta doenga, beneficiando as criangas/adolescentes com obesidade infantil.

BASES DA PARTICIPA(;AO VOLUNTARIA, CONFIDENCIALIDADE E CUSTOS:

Vocé entende que teve o direito de recusar a sua participacdo neste projeto. Vocé podera obter todas as informacgdes
que quiser e retirar seu consentimento a qualquer momento. Pela participacdo no estudo, vocé nao recebera qualquer
valor em dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa nédo seréo de
sua responsabilidade. O seu nome ndo aparecerd em qualquer momento do estudo, pois sera identificado com um
namero.

AUTORIZA(;AO PARA ARMAZENAMENTO E USO DO MATERIAL BIOLOGICO:
Autorizo o armazenamento do restante do meu material biolégico e concordo com sua utilizagdo em possiveis
desdobramentos deste projeto de pesquisa.

() Autorizo () Nao autorizo
Ressaltamos que caso haja a necessidade de novos estudos, sera necessaria a aprovagao prévia do Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) da Instituicdo.
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APENDICE C

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE para Maiores de Idade)

TITULO DO PROJETO: “INVESTIGACAO MOLECULAR DE GENES ENVOLVIDOS NA
OBESIDADE INFANTIL™.

JUSTIFICATIVA E OS OBJETIVOS DA PESQUISA:

A prevaléncia da obesidade vem crescendo de forma expressiva no mundo todo, chegando a ser considerada, pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), como a maior epidemia de salde publica e um fator de risco para varias
outras patologias importantes, como diabetes e hipertensdo. A realizacdo de estudos para investigacdo de fatores
genéticos associados a obesidade sdo importantes, sabendo que varios genes tém influéncia sobre esta condicdo. Por
isso, a crianca/adolescente pela qual o Sr(a). é responsavel esta sendo convidado(a), de maneira voluntaria, do projeto
de pesquisa: “INVESTIGACAO MOLECULAR DE GENES ENVOLVIDOS NA OBESIDADE INFANTIL”. Como
vocé apresenta sobrepeso ou obesidade, esta sendo convidado(a) a participar do grupo de estudo desta pesquisa, que
tem como objetivo investigar a contribuicdo de fatores genéticos para o desenvolvimento dessa doenca.

PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS E RISCOS:

Vocé respondera um questionario sobre a condicdo da crianca/adolescente, histérico familiar, entre outros dados a
serem analisados nessa pesquisa. Serdo coletados de 10 ml de sangue (uma Unica vez, a menos que ocorra algum
problema com o processamento da amostra que exija uma recoleta). As amostras serdo coletadas no Ambulatério de
Endocrinologia Pediatrica da Disciplina de Endocrinologia e Metabologia do ICS-UFTM e analisadas no Laboratério
de Genética Humana e Molecular. Nao sera feito nenhum procedimento que traga risco a vocé, mas podera ter algum
desconforto na coleta de sangue, que serd minimizado, pois a coleta sera executada por profissional capacitado.

BENEFICIOS ESPERADOS:

Este projeto de pesquisa ndo oferece beneficios diretos a vocé. O beneficio principal da participagdo neste é
possibilitar que no futuro, os resultados alcangados com esta pesquisa possam auxiliar no diagndstico e tratamento
desta doenga, beneficiando as criangas/adolescentes com obesidade infantil.

BASES DA PARTICIPACAO VOLUNTARIA, CONFIDENCIALIDADE E CUSTOS:

Vocé entende que teve o direito de recusar a sua participacdo neste projeto. Vocé podera obter todas as informacgdes
gue quiser e retirar seu consentimento a qualquer momento. Pela participacdo no estudo, vocé nao recebera qualquer
valor em dinheiro, mas tera a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa ndo serdo de
sua responsabilidade. O seu nome ndo aparecera em qualquer momento do estudo, pois serd identificado com um
namero.

AUTORIZA(;AO PARA ARMAZENAMENTO E USO DO MATERIAL BIOLOGICO:
Autorizo 0 armazenamento do restante do meu material biolégico e concordo com sua utilizacdo em possiveis
desdobramentos deste projeto de pesquisa.

() Autorizo () Nao autorizo
Ressaltamos que caso haja a necessidade de novos estudos, sera necessaria a aprovagao prévia do Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) da Instituicdo.
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APENDICE D

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE para Menores de Idade)

TITULO DO PROJETO: “INVESTIGAGAO MOLECULAR DE GENES ENVOLVIDOS NA OBESIDADE
INFANTIL”.

JUSTIFICATIVA E OS OBJETIVOS DA PESQUISA:

A prevaléncia da obesidade vem crescendo de forma expressiva no mundo todo, chegando a ser considerada, pela
Organizacdo Mundial de Saide (OMS), como a maior epidemia de salde publica e um fator de risco para varias
outras patologias importantes, como diabetes e hipertensdo. A realizacdo de estudos para investigacdo de fatores
genéticos associados a obesidade séo importantes, sabendo que vérios genes tém influéncia sobre esta condigdo. Por
isso, a crianga/adolescente pela qual o Sr(a). é responsével esta sendo convidado(a), de maneira voluntaria, do projeto
de pesquisa: “INVESTIGAC;AO MOLECULAR DE GENES ENVOLVIDOS NA OBESIDADE INFANTIL”. Como a
crianga/adolescente pela qual vocé é responsavel apresenta sobrepeso ou obesidade, esta sendo convidada a participar
do grupo de estudo desta pesquisa, que tem como objetivo investigar a contribuicdo de fatores genéticos para o
desenvolvimento dessa doenca.

PROCEDIMENTOS QUE SERAO REALIZADOS E RISCOS:

Vocé responderd um questionario sobre a condicdo da crianga/adolescente, histdrico familiar, entre outros dados a
serem analisados nessa pesquisa. Serdo coletados de 10 ml de sangue (uma Unica vez, a menos que ocorra algum
problema com o processamento da amostra que exija uma recoleta). As amostras serdo coletadas no Ambulatério de
Endocrinologia Pediatrica da Disciplina de Endocrinologia e Metabologia do ICS-UFTM e analisadas no Laboratério
de Genética Humana e Molecular. N&o sera feito nenhum procedimento que traga risco a crianga/adolescente pela
qual vocé é responsavel. Esta podera ter algum desconforto na coleta de sangue, que serd minimizado, pois a coleta
sera executada por profissional capacitado.

BENEFICIOS ESPERADOS:

Este projeto de pesquisa ndo oferece beneficios diretos a crianga/adolescente pela qual vocé é responsavel. O
beneficio principal da participacdo neste é possibilitar que no futuro, os resultados alcangados com esta pesquisa
possam auxiliar no diagnostico e tratamento desta doenca, beneficiando as criancas/adolescentes com obesidade
infantil.

BASES DA PARTICIPACAO VOLUNTARIA, CONFIDENCIALIDADE E CUSTOS:

Vocé entende que teve o direito de recusar a sua participacdo neste projeto. Vocé podera obter todas as informacgdes
que quiser e retirar seu consentimento a qualquer momento. Pela participacdo no estudo, vocé ndo receberd qualquer
valor em dinheiro, mas terd a garantia de que todas as despesas necessarias para a realizacdo da pesquisa nédo seréo de
sua responsabilidade. O nome da crianca/adolescente ndo aparecerd em qualquer momento do estudo, pois sera
identificado com um ndmero.

AUTORIZAGAO PARA ARMAZENAMENTO E USO DO MATERIAL BIOLOGICO:

Autorizo o armazenamento do restante do meu material bioldgico e concordo com sua utilizagdo em possiveis
desdobramentos deste projeto de pesquisa.

() Autorizo () Néo autorizo

Ressaltamos que caso haja a necessidade de novos estudos, serd necesséria a aprovagio prévia do Comité de Etica e
Pesquisa (CEP) da Instituicéo.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IN*.-’ESTIGA(;.&D MOLECULAR DE GENES ENVOLVIDOS NA OBESIDADE INFAMTIL
Pesquisador: Roseane Lopes da Silva Grecco

Area Tematica: Gendtica Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genéfica Humana gue ndo necessita de analise

etica por parte da COMEFR;);
Versdo: 1
CAAE: 50100915.9.0000.5154
Instituigio Proponente: Universidade Federal do Triangulo Mingiro

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
DADODS DO PARECER

Hamero do Parecer: 1.321.825

Apresentagao do Projeto:

Segundo os pesguisadores:

"4 prevaléncia da obesidade vem crescendo de forma expressiva no mundo todo, chegando a ser
considerada, pela Organizagdo Mundial de Sadde (OMS), como a maior epidemia de salde publica do
mundo. E determinada clinicaments por Spilgelman e Flier (2001} como um estado de auments do peso
corporal, mais especificamente do tecido adiposo, em dimensdes suficientes para gerar conseguéncias
adversas a salde. Para a Associagio Brasileira de Estudos Sobre a Obesidade (ABESQ), a obesidade &
definida como o acumulo de tecido gorduroso localizado ow generalizado, provocado por desequilibrio
nutricional associado ou ndo a distirbios genéticos ou endocrinometabdlicos.

A deposig@o de gordura na regifio abdominal (caracterizada como obesidade abdominal visceral) & o maior
fator de risco (no grau de severidade) cardiovascular e de distirbio na homeostase glicose-insulina. E
associada, também, & hipertensdo, dislipidemias, diabetes, fibrindlise, aceleragdo da progressio da
aterosclerose e fatores psicossociais {DESPRES, 1993; BJORNTORP, 1997; GRUNDY, 1999; LAKKA et al ;
2001).

Mos Estados Unidos da América (EUA), o ndmero de obesos duplicou entre os anos de 1960 e 2002,
chegando a atingir cerca de 20% da populagdo adulta & de 15% a 25% das criangas e
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adolescentes (DAMIANI, 2002). A OMS avaliou que em 2005 o mundo teria 1,6 bilhdo de pessoas acima de
15 anos de idade com excesso de peso e 400 milhdes de obesos. Em 2010 a previsdo para 2015 foi ainda
mais pessimizta: 2.3 bilhdes de pessoas com excesso de peso e 70D milhdes de obesos, 0 que mostra um
aumento de 75% nos casos de obesidade em apenas 10 ancs (WHO, 2002; 2005; 2010). O Brasil ocupa
hoje a 77 posigio como pais com o maior nimero de obesos, no ranking da OMS, estando bem atrés dos
campedes insulares da Microngsia no Pacifico Sul: Mauru, llhas Cook, Estados Federados da Micronésia e
Tonga. Os EUA, apesar dos dados notdrios, ocupam a quinta posigdo e a Argentina € o pais mais “obeso”
na América do Sul, ficande na citava posigcdo (WHO, 2007; IBGE, 2010).

Dados do Manual de Crientagio da Sociedade Brasileira de Pediatria (2012), mencionam que no Brasil, a
ma alimentagdo e a falta de atividade fisica acompanham criangas e adultos, e isto tem tomadeo recomente a
prevaléncia da cbesidade em criangas a partir dos 5 anos de idade, com seu periodo critico de 7 a 9 anos. E
uma revisdo bibliografica realizada por Mighues et al_, (2014), as regides sul e nordeste tiveram as mais
elevadas taxas de sobrepeso, 25,7% e 28,8% respectivamente, entre criancas e adolescentes de 2 a 19
anos. E as maiores taxas de obesidade nesta faixa etaria foram das regides sul e sudeste, 10,4 % & 15,4%
respectivamente.

Partinde do principio que a obesidade comum apresenta caracteristica de uma heranga multifatorial ou
complexa e que tem como fendtipo o resultado da interagdo entre gene e o ambiente (Rosenguist et al.,
2015), estudos realizados entre gémeos monozigoticos, mostraram que a genética contribui com 40 a 70%
na susceptibilidade da obesidade (ELKS et al., 2012), porém o seu surgimento vai depender da exposicio
deszses individuos a fatores obesogénicos ou protetores dessa patologia. Messe sentido, muitos genes
candidatos estio sendo estudados em diferentes populagdes, na tentativa de relacionia-los com a obesidade
(GONG et al., 2013; ALBUQUERQUE et al., 2014).

Acredita-se gue alteragdes do comportamento alimentar e uma vida sedentaria, juntamente com os genes
de suscetibilidade, sejam o principal determinante do crescimento da obesidade mundial (COUTINHO,
2007). Compreender a fisiopatologia da obesidade e o8 processos que levam os fendmenos ambientais a
interagirem com a predisposigo genética para caracterizar o quadroe da cbesidade & um grande desafio por
parie dos pesquisadores e profissionais de saiude (VELLOSO, 2006).

CQutro ponto a considerar & a analise do grau de obesidade baseada no indice de Massa Corporal (IMC).
Estudos realizados entre 1980 e 1990, com gémeos e criangas adotadas, indicaram gue 80% da variagdo
do IMC & atribuida a fatores genéticos (BOUCHARD et al., 1990; 1994). Qutras analises
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baseadas na composigdo corporal de gémeos criados separadamente e na comparagdo desta composicdo
entre criangas adotadas com pais bicldgicos & com pais adotivos também sugerem consideravel influéncia
genetica sobre a distribuigBo da gordura no corpo (BARNESS et al., 2007). © IMC & um importante método
de avaliagio da obesidade, aconselhado para medida em nivel populacicnal & na pratica clinica. Este indice
& estimado pela relagdo entre o peso e a estatura, e expresso em kg/m?® (AMJOS, 1992). O individuo &
considerado obeso quando seu IMC & igual ou superior @ 30kg/m?, sendo o nivel de gravidade caracterizado
de acordo com o risco de outras morbidades associadas. Assim, um IMC entre 30-34,9kg/m* denomina-se
obesidade |, IMC entre 35-39 9kg/m* denomina-se cbesidade Il & IMC entre 40- 44 9kg/m* denomina-se
obesidade 1l (WHO, 1998).

Diversas estratégias sdo utilizadas para levantar os determinantes genéticos da obesidade, como estudos
de associagdo, andlises de varredura gendmica (genome-wide association studies - GWAS) em formas
monogénicas de obesidade e sindromes genéticas com anomalias do desenvolvimento associadas a
obesidade (KOUSTA et al., 2009). Com os avangos do conhecimente da genética molecular, a diminuigio
dosz custos e a simplificagde dos métodos de genotipagem tém permitide a inclus@o de estudos dos
polimorfismos genéticos no auxilio do diagnéstico & no monitoramento dos pacientes obesos (ROLA et al_,
2008; TARDIN et al., 2009). Polimorfismos genéticos so caracterizados como modificagbes genéticas ndo
letaiz e ocorre guando ha uma troca na sequéncia de bases nitrogenadas localizadas no DNA de
cromossomos homdlogos (ATALA; CONSOLIM-COLOME, 2007). A populacdo humana tem um grande
numero de polimorfismos ja descrites, desde nuclectideo dnico (SMP), bem como variagdo do ndmero de
copias de nucleotideos (CNV), e uma elevada proporgdo do genoma, estimada em até 12%, esta sujeita a
essa variagio. Porém, a maior parte das variagbes € desvantajosa, e a mudang¢a no ndmero de copias em
algum gene especifico pode levar a um grupo de condigbes patoldgicas conhecidas como doencgas
gendmicas (HASTINGS et al., 2009).

A identificag@o de genes candidatos associados a obesidade foi, durante anos, dificultada devido a uma
compreensdo ainda limitada da arquitetura genética do genoma humano e as vias metabdlicas envolvidas
na doenga (LOSS, 2012). Entretanto, atualmente sfo conhecidos mais de 600 genes envolvidos no controle
do peso corporal e desenvolvimento da cbesidade. Existem ainda indmeros polimorfismos em genes gue
estio relacionados & regulagdo de peso corpéreo e oxidago de acidos graxos. Mas a maior parte desses
genes possui mecanismos de regulagdo génica associados a fatores ambientais, como presenga de
determinados hormdnios, dieta rica em lipoproteinas, entre outros. Esses mecanismos, em gue agentes

externos controlam a regulagdo
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genética, s8o0 chamados epigenéticos. Estudos recentes mostram uma taxa de herdabilidade significativa,
evidenciando que um individuo com parentes obesos tem de 30% a 70% de chance de apresentar o mesmao
fendtipo (MARTINEZ-HERMAMDEZ, 2006). Um estudo realizado por Damiani e colaboradores {2000)
também guestionou a possibilidade da existéncia de genes especificos como fatores condicionantes da
obesidade, levando & compulsdo por comida, uma vez que a etiologia da obesidade & complexa e resulta da
interagdo entre genes, ambients e estilo de vida.

Locke e colaboradores (2015), em um estudo de meta analise com individuos europeus e ndo-suropeus,
identificaram 77 locos que alcangam uma significdncia no gencma associado ao IMC, e so separados por
pelc menos 500 kilcbases (kb). Foram realizadas analises adicionais para investigar os efeitos da forga e
heterogeneidade. Com a inclusdo de individuos ndo-europeus no estudo, identificou-se mais dez locos,
enquanto analises secundarias identificaram outros dez. Finalmente, concluiu-se gue 97 locos sdo
responsdveis por 2,7% da variagdo fenotipica do IMC, sendo 56 recentemente identificados. Os 97 locos
identificados aqui representam um passo importante na compreensdo dos mecanismos fisioldgicos gque
levam & obesidade. Esses achados reforgam a ligagdo entre a obesidade & outras doengas metabdlicas,
processos fizsioldgicos e vias moleculares que contribuem para a obesidade, e podem orientar futuras
pesquisas que visem desvendar a complexidade desta condigdo.

Indmercs estudos, nos ditimos 15 anos, sugerem uma associagdo positiva das variantes comuns de um
grande nimero de genes candidatos com fendtipos de obesidade ou relacionados a ela. Entretanto, os
efeitos dessas variantes explicam apenas uma peguena porcentagem da variagdo no peso e IMC. Isso
indica gue a suscetibilidade a obesidade em humanos pode ser resultado dos efeitos aditivos das varantes
genéticas comuns, de diferentes mutagdes raras em um grande conjunto de genes, ou da combinagéo de
ambos, além dos efeitos do ambisnte (CALTON et al., 2009; HINNEY et al., 2010).

Ha pouco tempo, as evidéncias ainda eram insuficientes para explicar o aumento da expressdo génica do
gene da massa de gordura e obesidade (Fat mass and obesity-associated protein - FTO) em humanos, que
levam a variantes genéticas suscetiveis em FTO. Este gene esta localizado no cromossoma 16 (16g12) e &
um homdlogo na familia de proteinas Alk B e & a ademetilase mRMA primariamente identificada. Além disso,
foi o primeire gene de susceptibilidade associado & obesidade identificado por meio de estudos gendmicos,
e continua a ser o que apresenta maior efeito sobre o IMC e riscos de obesidade, respondendo as
variedades de tragos de obesidade durante toda a vida & em diversas ascendéncias (FRAYLING et al_,
2007; SCUTERI et al., 2007; LU; LOS5, 2013).
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Utilizando um conjunto de dados de 153 amostras do cerebelo de individuos de ascendéncia europeia,
Smemo e colaboradores (2014) demonstraram que os portadores de polimorfismos comuns no gene FTO
exibem também uma expressdo cerebelar superior do gene homeobox Iroquois3 (IRX3), localizado no
mesmo cromossomo que o FTO, e que sofre impactos na sua produgdo de proteinas quando ha mutagdes
em FTO. O estudo ainda mostra que as sequéncias ndo codificadoras associadas a obesidade dentro de
FTO sdo funcionalmente ligadas ao gene IRX3. Experiéncias genéticas adicionais dos mesmaos
pesquisadores também revelaram gue a deficiéncia do gene IRX3 levou a uma reducéo de peso de 30% em
camundongos, além do ndo ganho de peso com uma dieta de alto teor de gordura, resisténcia a
perturbagces metabolicas, tais como diabetes, e presenca de mais celulas de queima de energia,
conhecidas como gordura marrom. Os mesmaos resultados foram observados em camundongos nocaute nos
quais a expressido de gene IRX3 foi bloqueada no hipotalamo, uma regido do cérebro conhecida como
requladora do comportamento alimentar e balanco de energia.

A obesidade também esta associada a uma resposta inflamatoria cronica, caracterizada por producdo
anormal da adipocitocina e ativagdo de algumas vias de sinalizagdo pro-inflamatorias, resultando na indugdo
de varios marcadores bioldgicos de inflamacio (HOTAMISLIGIL et al_, 1993; SAMAD et al_, 1996; SARTIPY;
LOSKUTOFF, 1996; SAMAD et al., 1997; FRIED et al., 1998; BASTARD et al., 2002). Um conjunto de
evidéncias indica a presenca de uma inflamacao geral na obesidade, com niveis alterados de varios fatores
circulantes, tais como um aumento nos niveis plasmaticos da proteina C-reativa (PCR), Fator de Necrose
Tumoral- (TNF-), interleucina-6 (IL-6), aumento do esiresse oxidativo, e outros marcadores biologicos da
inflamacao (RIDKER et al., 1997; DAS, 2002; MOSCA, 2002; FORD, 2003; ALBERT et al., 2003; LUC et al.,
2003; ENGSTROM et al., 2003), que contribuem para o desenvolvimento de resisténcia a insulina (RI),
diabetes tipo 2, dislipidemia, esteatose hepatica, hipertensdo e sindrome metabdlica, bem como no aumento
da mortalidade, morbidade e custos em saude (ROBERTS et al., 2000; ROBERTS et al., 2002;
HOTAMISLIGIL, 2006; SHOELSEN et al., 2007; HOPPS et al., 2010).

Estudos experimentais de expressdo génica utilizando abordagens de micro-array ja ressaltam que, no
tecido adiposo branco de camundongos obesos, a expressdo de genes que codificam proteinas envolvidas
em processos inflamatorios fol marcadamente alterada (SOUKAS et al., 2000). Observou-se também gue as
variagdes na expressado destes genes foram essencialmente relacionadas a uma infiliracdo de macrofagos
no tecido adiposo branco destes camundongos. Estes macrdfagos sdo responsaveis pela maior parte do
TNF- produzido na regido e por uma parte importante da producéo de IL-6 e de oxido nitrico sintase
induzida (INOS). Essa infiltracdo
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de macréfagos também foi relatada no tecido adiposo branco de pacientes com obesidade (WEISBERG et
al., 2003; XU et al, 2003; CLEMENT et al., 2004; CURAT et al_, 2004; TCHOUKALOYA et al, 2004;
CANCELLO et al., 2005; CINTI et al., 2005).

QOutras moléculas caracteristicas do tecido adiposo que estdo envolvidas no controle do metabalismo de
energia também regulam respostas imunes, como, por exemplo, a leptina que, além de seu papel
fundamental na ingestdo de alimentos e no gasto energético, também regula processos imunolégicos.
Camundongos ou seres humanos com deficiéncia de leptina podem apresentar um estado imunolégico
alterado. A diminuicdo dos niveis de leptina pode ser responsavel por uma rapida imunossupressao
associada (FERNANDES et al, 1978; CHANDRA, 1980; LORD et al_, 1998).

Apods a descoberta da agdo da leptina no sistema nervoso central (SNC), alguns estudos in vitro
demonstraram que ela e capaz de induzir um aumento no stress oxidativo em nivel de células endoteliais,
podendo estimular a secre¢cdo de TNF- e IL-6, ocasionando, assim, a disfuncdo endotelial (BOULOUMIE et
al, 1999 BULLO et al_, 2003).

Caracterizada estruturalmente como uma citocina, a leptina & produzida principalmente pelo tecido adiposo
branco diretamente relacionado a massa corporal deste tecido. E um peptideo constituido por 146
aminoacidos, sendo um dos produtos do gene ob, e secretada na circulacdo até ligar-se a um de seus
receptores, encontrados em diversos tecidos e que podem ser divididos em trés classes: longos, curtos e
soluveis. No entanto, somente a forma longa possui todos os dominios necessarios para a transducao total
do sinal de ligagdo da leptina, sendo que a forma longa é prevalente no hipotalamo. A leptina tem por via de
sinalizacdo a via JAK2/STAT3. A forma longa do receptor &€ continuamente ligada a proteina Janus quinase-
2 (JAK2), com atividade da tirosina quinase. A ligacdo da leptina ao receptor promove a fosforilacdo da
tirosina de JAKZ, seguida de ativagdo de proteinas da transducdo de sinal, dentre as quais a STAT3, que,
no nicleo, regula a expressdo de genes de neurotransmissores e proteinas. (ZHANG et al., 1994;
TARTAGLIA et al., 1995; KOERNER et al., 2005; FRIEDMAN, 2009; VAN DE SANDE-LEE et al., 2012).
Ha correlacdo entre a massa de tecido adiposo e a quantidade de leptina circulante no organismo, de forma
gue, quanto mais massa adiposa, maior a concentragdo de leptina plasmatica. Esta citocina funciona como
um sensor do balanco energético, visto que alteracdes fisiolégicas podem afetar a relacdo entre leptina e
tecido adiposo. Além disso, possul um ritmo de secre¢do pulsatil e circadiano, sendo comuns picos noturnos
de secrecdo. E possivel observar, ainda, consideravel sincronicidade nos ritmos pulsateis da leptina e
insulina, e sugere-se que haja modulacdo positiva entre ambas no hipotalamo, por inter-relagdo entre as

vias de sinalizacao. Observacdes nas
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alteragcdes de concentracdo plasmatica de insulina e leptina indicam, ainda, influéncia da insulina no controle
da secrecdo da leptina (FRIEDMAN: HALLAS, 1998; NEGRAOQ; LICINIO, 2000; CARVALHEIRA et al_, 2001;
YILDIZ; HAZNEDAROGLU, 2006; BENATTI et al., 2007).

A insulina, sintetizada nas ilhotas pancreaticas de Langerhans, tém efeitos anabdlicos classicos. No
metabolismo da glicose, estimula o transporte de glicose nos tecidos periféricos e promove a sintese de
glicogénio, ao passo que estimula a sintese proteica e inibe a lipdlise. No entanto, sua acdo sobre o
hipotalamo produz efeitos catabdlicos, similares aos da leptina, conferindo a insulina papel impaortante na
regulacdo da ingestdo alimentar e adiposidade corporal (PORTE et al., 2005).

Assim como a leptina, a insulina age no nicleo arqueado do hipotdlamo, mas também em outras areas
cerebrais. A via de sinaliza¢do da insulina é a via PIP3 (fosfatidilinositol trifosfato), adivinda de fosforilagdes
sucessivas de subprodutos sequenciais, que se iniciam apds a ligacdo da insulina a porgdo extracelular de
seu receptor, seguida da autofosforilagdo da subunidade intracelular. Tanto a leptina quanto a insulina
fornecem importante ligagdo com o cérebro, sendo que no nicleo arqueado hipotaldmico ha receptores para
ambas. A insulina produz seus efeitos nas mesmas subpopulacdes neuronais que a leptina e de maneira
similar, mas sao opostas no que se refere ao controle do balanco energético, diminuindo a ingestdo
alimentar e aumentando o gasto calérico (STOCKHORST et al., 2004; VAN DE SANDE-LEE et al, 2012). E
importante ressaltar que o fato de a leptina e a insulina exercerem controles predominantes sobre vias
diferentes, ha implica¢des sobre o proprio padrao de regulacdo temporal da fome. A insulina tem um efeito
inibitario mais imediato sobre a fome, enquanto a leptina tem um efeito mais potente, porém mais tardio.
Atuando especialmente sobre o ritmo de disparos, era de se esperar que a insulina desempenhasse
controle sobre fendmenos mais imediatos, ao passo que a leptina, controlando predominantemente a
transcrigdo génica, deveria coordenar fendémenos mais duradouros (VELLOSO, 2006).

Na crianca tem-se observado parametros inflamatérios elevados, tais como IL-6, IL-8, TNF-, IFN-, MCP-1
(Monocyte Chemoattractant Protein 1) e conjunto de mondcitos ativados, com relatos de aumento no nivel
de proteina C reativa (PCR) também (SKIMER et al., 2010; VALLE et al., 2005, UTSAL et al., 2012). Outro
fato & que proteinas anti-inflamatérias, como a adipocina e a adiponectina, tém seus niveis reduzidos em
criangas obesas comparadas as com peso normal (TAM et al., 2010; UTSAL et al., 2012; BRESLIN et al.,
2012; SCHIFPPER et al_, 2012). Desta forma, as adipocitocinas estdo envolvidas na regulacdo de varias
fun¢des, incluindo o apetite, sensibilidade a insulina, angiogénese, pressao arterial e a resposta imune
(MAURY; BRICHARD, 2010). Sendo assim, doencas decorrentes das complicacdes oriundas da obesiddae
tals como a cardiovascular,
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diabetes mellitus tipo 2, sindrome metabolica e varios tipos de cancer estio ligadas a dislipidemia,
hiperglicemia, hipertensido e reacao pro-inflamataria (DE FERRANTI; OSGANIAN, 2007)."

PERGUNTAS DA PESQUISA
"1.Existem polimorfismos em genes relacionados a obesidade?

2 Existe associac&o de polimorfismos genéticos com obesidade infantil? "

Objetivo da Pesquisa:

Segundo os pesquisadores:

"1 Identificar palimorfismos em genes relacionados a obesidade infantil.
2.Associar os polimorfismos em genes relacionados a obesidade infantil.”

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores:

"N&o ha outros riscos envolvendo os pacientes a ndo ser o da perda de confiabilidade, que sera resolvido de
acordo com o exposto acima.

Identificando genes que contribuam para o desenvolvimento da obesidade, as criancas e adolescentes
poderdo se beneficiar com um acompanhamento médico especifico e arientacdo precoce (alimentacdo
equilibrada, exercicios fisicos, acompanhamento psicossocial).

Com os resultados obtidos poderdo ser estabelecidas politicas de salde para a prevencdo e controle da
obesidade, bem como a possibilidade de estudos futuros.”

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Pesquisa de relevancia tematica.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Termos de apresentacdo obrigatéria adequados.

Recomendagodes:

Nao ha.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

De acordo com as atribuicfes definidas na Resolugdo CNS 466/12, o CEP-UFTM manifesta-se pela

aprovacao do protocolo de pesquisa proposto.
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O CEP-UFTM informa que a partir desta data de aprovacgéo, € necessario o envio de relatérios anuais,

assim como também é obrigatoria, a apresentacdo do relatorio final, guando do término do estudo.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Aprovado na reunido de Colegiado do CEP-UFTM em 06/11/2015.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS _DO_P 15/10/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 608438.pdf 15:23:35
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 14/10/2015 |Roseane Lopes da Aceito
16:44:53 | Silva Grecco

Outros AUTORIZACAOCAMBULATORIO pdf 13/10/2015 |Roseane Lopes da Aceito
16:12:06 | Silva Grecco

Outros GEP pdf 13/10/2015 |Roseane Lopes da Aceito
16:10:59 | Silva Grecco

Outros questionarioObesidade.doc 13/10/2015 |Roseane Lopes da Aceito
16:08:58 | Silva Grecco

TCLE / Termos de | TCLEMenoresdeldade doc 13/10/2015 |Roseane Lopes da Aceito

Assentimento / 16:08:04 |Silva Grecco

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLEMaioresdeldade.doc 13/10/2015 |Roseane Lopes da Aceito

Assentimento / 16:07:52 |Silva Grecco

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLEGrupocontrole.doc 13/10/2015 |Roseane Lopes da Aceito

Assentimento / 16:07:30 |Silva Grecco

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |PROJETOCEP doc 13/10/2015 |Roseane Lopes da Aceito

Brochura 16:06:04 |Silva Grecco

Investigador

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Néo
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UBERABA, 13 de Novembro de 2015

Assinado por:
Alessandra Cavalcanti de Albuquerque e Souza

(Coordenador)
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