UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

SIMONE RODRIGUES DA FONSECA

HAPLOTIPOS DA ADIPONECTINA E SUA ASSOCIACAO COM
EXCESSO DE PESO E ALTERACOES NA HOMEOSTASIA
GLICEMICA EM ADOLESCENTES DA GRANDE VITORIA.

VITORIA, ES

2018



SIMONE RODRIGUES DA FONSECA

HAPLOTIPOS DA ADIPONECTINA E SUA ASSOCIACAO C(
EXCESSO DE PESO E ALTERACOES NA HOMEOSTASIA
GLICEMICA EM ADOLESCENTES DA GRANDE VITORIA.

Dissertacao apresentada ao Programa de
Pés-Graduagdo em Biotecnologia do
Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo,
como requisito parcial para obtencdo do
titulo de Mestre em Biotecnologia.

Orientadora: Prof2. Dr* Flavia Imbroisi
Valle Errera

VITORIA, ES

2018



SIMONE RODRIGUES DA FONSECA

HAPLOTIPOS DA ADIPONECTINA E SUA ASSOCIACAO COM
EXCESSO DE PESO E ALTERACOES NA HOMEOSTASIA
GLICEMICA EM ADOLESCENTES DA GRANDE VITORIA.

Dissertacao apresentada ao Programa de Pé6s-Graduacdo em Biotecnologia do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, como
requisito parcial para obtencao do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Apresentada em 31 de agosto de 2018.

Profa. Dr2. Flavia Imbroisi Valle Errera
UFES (Orientadora)

Profa. Dr?. Flavia de Paula
RENORBIO/UFES (Titular)

Prof. Dr. Carlos Magno da Costa
Maranduba

UFJF (Titular)

Profa. Dr?. Maria do Carmo Pimentel Bati

Tucci
UFES (Suplente)

VITORIA, ES

2018



Dados Internacionais de Catalogagao-na-publicagao (CIP)

(Biblioteca Setorial do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito

Santo, ES, Brasil)

Ficha catalografica disponibilizada pelo Sistema Integrado de

Bibliotecas - SIBI/UFES e elaborada pelo autor

R696h

Rodrigues da Fonseca, Simone, 1987-

Haplotipos da Adiponectina e sua associacao com excesso de
peso e alteracdes na homeostasia glicémica em adolescentes da
Grande Vitoria. / Simone Rodrigues da Fonseca. - 2018.

721 :il

Orientadora: Flavia Imbroisi Valle Errera.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade
Federal do Espirito Santo, Centro de Ciéncias da Saude.

1. Polimorfismo Genético. 2. Obesidade. 3. Adolescentes.
4. Diabetes Mellitus. I. Imbroisi Valle Errera, Flavia. II.
Universidade Federal do Espirito Santo. Centro de Ciéncias da
Saude. III. Titulo.

CDU: 6l




DEDICATORIA

Porque dEle e por Ele, e para Ele, sdao todas as coisas; gloria, pois, a Ele
eternamente.

Romanos 11:36



AGRADECIMENTOS

A Deus pelo infinito amor e pela oportunidade.

Aos meus pais, meus herbis, maiores exemplos de vida, pelo amor e

companheirismo.

A orientadora Dr® Flavia Imbroisi Valle Errera, um muito obrigado ndo sé pela
orientacdo, mas também pela confiangca e dedicacdo, por ensinar, nas pequenas

atitudes, no¢des que vao muito além da ciéncia.

Ao Professor Dr. Silvio Roberto Foletto por me incentivar e me liberar das atividades
profissionais durante as atividades do programa do Mestrado. Aos colegas do
Laboratério de Toxicologia da Central Sorolégica de Vitéria-CSV (Dr. Fabricio
Pelicdo, Jodao, Wilma e Abenilton) por suprirem as minhas auséncias, por se
interessarem e por apoiarem. Obrigada pessoal vocés sao tops!

Aos colegas do Hospital Estadual Doutor Doério Silva, em especial ao Luciano,
Barbara, Pedro e Civanil, por apoiarem. Muito obrigada pessoal.

A Profa. Licia Pimassoni, pela ajuda imprescindivel nas analises estatisticas e por
toda a paciéncia e ensinamentos durante as analises. Muito obrigada.

A professora Dra. Lizania Spinasse, do Nucleo de Doengas Infecciosas- NDI pela
colaboragdo na reconstrucdo dos haplétipos, sua colaboragédo foi fundamental na

elaboragao deste trabalho. Obrigada.

Aos amigos, em especial ao Lucas Furtado Gramlich, por participarem e se
interessarem, por torcerem e apoiarem, por inspirarem, diariamente ou
eventualmente, pessoalmente ou virtualmente vocés tornaram o percurso menos

sSinuoso.

As agéncias de apoio e financiamento: Coordenacdo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e



Tecnolbgico, Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Espirito Santo, Fundacédo de
Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo.



EPIGRAFE

“Propor novos questionamentos e
possibilidades refletindo sobre velhos
problemas sob um novo angulo requer
imaginagdo criativa e marca um real
avanco na ciéncia” Albert Einstein
(1879-1955)



RESUMO

FONSECA, S.R Haplétipos da adiponectina e sua associacao com excesso de
peso e alteracoes na homeostasia glicémica em adolescentes da Grande
Vitoria. 2018. 77f. Dissertacdo Mestrado em Biotecnologia — Programa de Pés-
Graduacao em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

A obesidade € uma doenca cronica inflamatéria caracterizada pelo excesso de
gordura e vem aumentando de forma significativa entre criancas e adolescentes
levando a varias complicacdes na infancia e na idade adulta, como: hipertenséo
arterial sistémica, intolerancia diminuida a glicose, dislipidemia e diabetes tipo 2.
Uma série de fatores contribui para a obesidade na infancia e podem ser: genéticos,
ambientais e comportamentais. Estudos tém investigado fatores genéticos que
predispdoem a obesidade, embora estes fatores ainda sejam pouco compreendidos.
Os genes candidatos a predisposicdo a obesidade estdo relacionados com a
regulacdo da fome, balanco energético, metabolismo de lipideos e glicose; e
diferenciacao de adipécitos. Neste contexto, o gene da adiponectina (ADIPOQ) que
regula a sensibilidade a insulina, e estd envolvido na resposta inflamatéria e
regulacdao do balango energético, representam uma interessante oportunidade de
identificar os determinantes genéticos primarios envolvidos na susceptibilidade a
obesidade e diabetes em criancas e adolescentes, uma vez que estas constituem
um dos principais grupos-alvo para estratégias de pesquisa, prevencao e controle do
sobrepeso e obesidade. O objetivo deste estudo foi analisar as frequéncias dos
genotipos e/ou haplétipos para o verificar o polimorfismo no gene da ADIPOQ e sua
associacdo com a susceptibilidade ao excesso de peso e alteracées da homeostase
glicémica de adolescentes matriculados na rede estadual de ensino da Regido
Metropolitana da Grande Vitéria-ES, provenientes de uma amostra representativa do
estudo “Prevaléncia de sobrepeso e obesidade em adolescentes no Estado do
Espirito Santo e sua associacdo com algumas varidveis da sindrome metabdlica”
foram incluidos aleatoriamente no estudo genético. Para classificacdo do estado
nutricional foi considerado o indice de massa corporea/idade (IMC/l), em escore z. O
DNA genbmico foi extraido de amostras de sangue periférico. Para o gene
ADIPOQ, o DNA foi amplificado por metodologia Tagman. Dados dos individuos
relativos a racga, sexo, idade, IMC/I , glicemia, insulina e HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment-Insulin Resistance) foram analisados no soffware SPSS versao
23.0. Foram investigados 350 adolescentes com idade variando de 10-14 anos, os
quais foram divididos em dois grupos: com excesso de peso (n=109 ) e sem excesso
de peso (n=241), sendo avaliados quarto SNPs no gene da ADIPOQ rs17300539 (-
11391 G>A); rs 266729 (-11377C>G); rs2241766 (+45T>G) e rs1501299 (+276G>T).
Para SNP (+45T>G) observamos associacao dos genoétipos com excesso de peso
(p=0,04), e associacdo para HOMA (% (p=0,028). As associacdes dos haploétipos
do gene ADIPOQ na regiao codificadora do gene da ADIPOQ +45T>G e +276G>T
foram associados com o aumento nos niveis séricos da glicose. Concluimos, que



polimorfismo e/ou haplétipos TG no gene da ADIPOQ esta relacionado com
susceptibilidade ao excesso de peso e alteracbes na homeostase glicémica
adolescentes numa faixa etaria entre 10 — 14 anos.

Palavra Chave: ADIPOQ, Polimorfismo, Adolescentes, Obesidade,
Diabetes, IMC, Homeostase Glicémica.



ABSTRACT

FONSECA,S.R Haplotypes of adiponectin and its association with excess of
weight and changes in glucious homeostasia in adolescents of the
Metropolitan Area of Vitéria. 2018. 77f.Dissertation Master in Biotechnology -
Postgraduation Biotechnological Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

Obesity is a chronic inflammatory disease characterized by excess fat and has been
increasing significantly among children and adolescents leading to various
complications in childhood and adulthood, such as: systemic arterial hypertension,
impaired glucose intolerance, dyslipidemia and type 2 diabetes. A number of factors
contribute to childhood obesity and may be: genetic, environmental, and behavioral.
Studies have investigated genetic factors predisposing to obesity, although these
factors are still poorly understood. The genes that are candidates for predisposition
to obesity are related to the regulation of hunger, energy balance, lipid metabolism
and glucose; and differentiation of adipocytes. In this context, the adiponectin gene
(ADIPOQ) that regulates insulin sensitivity, and is involved in the inflammatory
response and regulation of energy balance, represents an interesting opportunity to
identify the primary genetic determinants involved in the susceptibility to obesity and
diabetes in children and adolescents, since these are one of the main target groups
for strategies for research, prevention and control of overweight and obesity. The
objective of this study was to analyze the frequencies of genotypes and / or
haplotypes to verify the polymorphism in the ADIPOQ gene and its association with
the susceptibility to excess weight and alterations of the glycemic homeostasis of
adolescents enrolled in public schools in the Metropolitan Region of Vitéria-ES, from
a representative sample of the study "Prevalence of overweight and obesity in
adolescents in the state of Espirito Santo and his association with some variables of
the metabolic syndrome "were randomly included in the genetic study. For
classification of nutritional status, the body mass index / age (BMI / |) index was
considered in z score. Genomic DNA was extracted from peripheral blood samples.
For the ADIPOQ gene, the DNA was amplified by Tagman methodology. Data from
the individuals related to race, gender, age, BMI / |, glycemia, insulin and HOMA-IR
(Homeostasis Model Assessment-Insulin Resistance) were analyzed in SPSS
software version 23.0. A total of 350 adolescents aged 10-14 years were
investigated, divided into two groups: overweight (n = 109) and no overweight (n =
241), with fourth SNPs in the ADIPOQ gene rs17300539 (-11391 G); 266729 (-
11377C); rs2241766 (45T> G) and rs1501299 (276G> T). For SNP (+ 45T> G), we
observed association of genotypes with excess weight (p = 0.04), and association for
HOMA B% (p = 0.028). Associations of the ADIPOQ gene haplotypes in the coding
region of the ADIPOQ + 45T> G and + 276G> T gene were associated with
increased serum glucose levels. We conclude that polymorphism and / or haplotypes



TG in the ADIPOQ gene is related to susceptibility to excess weight and changes in
adolescent glycemic homeostasis in an age group between 10 - 14 years.

Keyword: ADIPOQ. ADIPOQ, Polymorphism, Adolescents, Obesity, Diabetes, BMI,
Glycemic Homeostasis.
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1 INTRODUCAO

A obesidade é um disturbio metabdlico caracterizado por um estado inflamatério
croénico e acumulo excessivo de gordura corporal, que apresenta um risco para a
saude e contribui para o desenvolvimento de outras patologias, como diabetes
melittus tipo 2, hipercolesterolemia, hipertensao arterial e doencgas cardiovasculares.
(PAES et al,2015).

A classificagdo da obesidade feita Organizagcao Mundial da Saude (OMS) de acordo
com IMC conforme apresentado na (Tabela1) e baseia-se em padrdes internacionais

desenvolvidos para pessoas adultas descendentes de europeus.

Tabela 1 Classificagcdo do excesso de peso em adultos pelo IMC.

Classificacao IMC (kg/m2) Risco de comorbidades
Baixo (mas com alto risco para outros
Baixo peso <18,5 problemas clinicos)
Variacdo Normal 18,5 - 24,90 Médio
Sobrepeso ou pré-obeso 25,0 - 29,90 Aumentado
Obesidade 30,0 - 34,99 Moderado
Obesidade 35,0 - 39,99 Alto
Obesidade grave = 40,00 Muito Alto

Considera-se excesso de peso IMC > 25,0 Kg/m” Fonte: OMS, 2016.

A etiologia da obesidade parece estar vinculada a inumeros fatores, tais como
polimorfismos génicos, disfun¢cdes da sinalizagdo de horménios hipotaldmicos
vinculados a saciedade, apetite e fome, aumento da liberacdo de adipocinas pré-
inflamatérias pelo tecido adiposo branco e balango energético positivo, no qual a alta
ingestao caldrica total, em especial o consumo elevado de alimentos energéticos,
ricos em gorduras saturadas, agucares e sal, ultrapassa a necessidade calérica
diaria (LEE et al, 2016; TAVARES et al, 2010; BASSANI, 2014).



1.1 OBESIDADE INFANTO JUVENIL

Em 1997, a Organizacdao Mundial da Saude (OMS) alarmou sobre a “epidemia
mundial” da obesidade, logo apdés uma estimativa que apontava 18 milhdes de
criangas em todo o mundo, com menos de cinco anos com sobrepeso (GOMES et
al,2006). Em 2011, mais de 40 milhdes de criancas em todo o mundo ja tinham
excesso de peso antes dos 5 anos de idade; em 2016 o estudo Childhood Obesity
Surveillance Initiative realizado entre 2015/2016 encontrou uma prevaléncia de
30,7% de excesso de peso (incluindo obesidade) e 11,7% de obesidade em criangas

de 6-8 anos.

No Brasil, dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), em
parceria com o Ministério da Saude (MS), apresentou um aumento importante no
namero de criangas acima do peso no pais, principalmente na faixa etaria entre 5 e
9 anos de idade. O numero de meninos acima do peso mais que dobrou entre 1989
e 2009, passando de 15% para 34,8%, respectivamente. J& 0 numero de obesos
teve um aumento de mais de 300% nesse mesmo grupo etario, indo de 4,1% em
1989 para 16,6% em 2008-2009. O estudo também constatou em adolescentes de
10 a 19 anos, a incidéncia de excesso de peso aumentou seis vezes em um periodo
de 34 anos, com cerca de 20% destes adolescentes em excesso de peso (Figura 1).
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Figura 1: Evolugao da frequéncia de obesidade no Brasil entre criangas e adolescentes.

Fonte: POF 2008-209-IBGE.

Estudos longitudinais tém demonstrado que principalmente o indice de massa
corporea (IMC), mas também concentracdes séricas de insulina na infancia
predizem a presenca de fatores metabdélicos na idade adulta (Srinivasan SR', Myers
L, Berenson GS; 2002). Além disso, as complicacdes metabdlicas da obesidade ja
estdo presentes no grupo pediatrico e a prevaléncia de diabetes mellitus do tipo 2
(DM2) também vém aumentando, chegando a 7% em adolescentes americanos
segundo SEARCH for Diabetes in Youth, (2011).

No Brasil, os estudos sobre DM2 em individuos jovens ainda séo raros. Embora os
registros do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) mostrem aumento
importante da obesidade nos jovens brasileiros, ndo existem dados precisos sobre a
prevaléncia ou sobre a incidéncia de DM2 nessa populacdo segundo Diretrizes da
Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD-2017-2018).



As causas que explicam o fendmeno da obesidade infanto-juvenil encontram
respaldadas em fatores agravantes que podem contribuir para a obesidade, como o
desmame precoce, introducdo de alimentos caléricos desde os primeiros anos de
vida e o sedentarismo ligado a atividades como televisdo, jogos eletrbnicos e
computadores (GOES et al, 2015; RIBEIRO, 2014; FRANCISCHI et al;2000;
SBD,2018)

Todas as etapas da infancia sdo importantes para o estudo da obesidade, porém, a
adolescéncia representa um periodo critico para o desenvolvimento do excesso de
peso. Nesta etapa do crescimento, o individuo adquire aproximadamente 25% da
sua estatura final e 50% da sua massa corporal (CAMPQOS et al, 2007). Deve ser
considerado também que o risco de um adolescente obeso manter-se assim até a
idade adulta chega a aproximadamente a 80% (GIJO, CHUMLEA,1999). Os
individuos nessa faixa etaria ja apresentam diversas complicagcdes encontradas em
adultos obesos, como resisténcia a insulina, niveis séricos elevados de VLDL, LDL,
triglicerideos, apolipoproteina B e diminuidos HDL colesterol e apolipoproteina A1
(DEEB et al, 2015)

Em relacdo a obesidade infanto-juvenil, muitas criancas e adolescentes obesos
sofrem de problemas psicolédgicos significativos, incluindo ansiedade, depresséo,
hiperatividade, déficit de atencdo, bem como disturbios emocionais e alimentares
(HOLM et al, 2014).

Estudos clinicos indicam que quase 50% das criangas que sao obesas apresentam
pré-hipertensao ou hipertensdo grau | e Il, outros 29% tém dislipidemia, 44% tém
mais do que 5% de gordura no figado, e 74% exibem mais do que 5% de gordura
nos seus musculos, e 17% apresentam alteracbes no metabolismo da glicose
(HOLM et al, 2014 ; HAGMAN et al,2014). Além disso, as criancas que sado obesas



correm o risco de doencas -cardiovasculares, enddcrinas, &sseo-articulares,
complicagdes que estdo presente ou ainda néo clinicamente aparente (HOLM et al,
2014).

Em 2007 a OMS estabeleceu um novo critério de IMC para classificacao do estado
nutricional, para utilizagdo em criancas e adolescentes de 5 a 19 anos. Esse critério
considera a idade e o estagio de maturacdo sexual no qual a crianca e/ou
adolescentes se encontra, devido ao crescimento e dimensao corporal diferenciados
entre individuos desta faixa etaria. Essas diferencas se devem principalmente aos
aspectos da composicao corporal e aos hormdnios relacionados a maturagao sexual
(OMS,2016), e o estado nutricional da crianga e adolescente passa entdo a ser
calculado através do escore Z do IMC (ZIMC). O escore Z quantifica a distancia do
valor observado em relagdo a mediana dessa medida ou o valor que é considerado
normal na populagéo. Corresponde a diferenca padronizada entre o valor aferido e a
mediana da populacao de referéncia e é calculado pela seguinte férmula:

Escore-Z= (valor observado) — (valor de mediana de referéncia)

Desvio-padrao da populacao de referéncia

Criangas com peso normal apresentam um ZIMC com valores entre 2 -2 e < +1 e

obesidade um ZIMC igual ou maior a +2 (Tabela 2).



Tabela 2: Classificacao do excesso de peso em criangas e adolescentes pelo ZIMC.

Classificacao ZIMC
Magreza acentuada <-3
Magreza <-2

Peso normal 2-2ec<1
Sobrepeso 2+l e<+2
Obesidade 2+ 2
Obesidade grave 24+ 3

Fonte: ABESO,2016

1.2 TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo é um 6rgao metabolicamente ativo e essencial para o organismo.
desempenhando funcbes fisioldégicas importantes, que contribuem para a
homeostasia corporal. Esta cada vez mais sendo estudado, devido ao aumento da
prevaléncia de sobrepeso e obesidade no mundo e a descoberta de que 0 mesmo
nao atua somente como depdsito de armazenamento de energia ou isolante térmico
e mecéanico, mas também como 6érgdo endocrino fundamental para o controle da
homeostase metabdlica (DASILIO, 2013; LESNA et al, 2016).

Nos organismos, os lipideos sdo armazenados em dois tipos de tecido adiposo:
tecido adiposo branco (TAB), também denominado unilocular e tecido adiposo
marrom (TAM), que também pode ser chamado de multilocular. O TAM é encontrado
somente em mamiferos e na espécie humana esta praticamente ausente em
adultos, sendo encontrado principalmente no feto e no recém-nascido, mas sua

presenca diminui rapidamente apés o nascimento (RAFOLS, 2014)



O tecido adiposo é controlado pelo sistema nervoso autbnomo através de seus
componentes simpatico e parassimpatico. A inervacao simpatica relaciona-se
principalmente com as acgbes catabolicas, tais como a lipblise mediada pelos
receptores B-adrenérgico e dependente da atividade da enzima lipase horménio-
sensivel. Por outro lado, o sistema nervoso parassimpatico esta envolvido na
execucao de efeitos anabodlicos sobre os depdsitos adiposos, como a captacao de
glicose e de acidos graxos estimulado pela insulina (FONSECA-ALANIZ et al,2006).

A adipogénese, processo de origem e maturagdo do adipécito a partir de células
tronco, parece ocorrer primeiramente na fase fetal e durante a infancia. Por outro
lado, estudos mais recentes mostram que os adipdcitos possuem capacidade de
hipertrofia determinada geneticamente e que a expansdo do adipdcito até seu
volume critico estimula o aumento do numero destas células (hiperplasia ou
adipogénese) (CASTRO, 2009).
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Figura 2: Processos que o adipécito pode sofrer que aumentam a massa do tecido adiposo, levando
a obesidade. Fonte: FONSECA, 2014.

O TAB é um tecido considerado como érgao enddcrino pois expressa e/ou secreta,
uma variedade de peptideos bioativos, conhecidos como adipocinas, os quais atuam



localmente de forma autdcrina ou paracrina e também podem atuar a nivel sistémico
(enddcrino) (KERSHAW & FLIER, 2004; DASILIO, 2013). A Tabela 3 sumariza as

principais adipocinas e suas funcdes, com destaque para a Adiponectina, que possui

acao anti-inflamatéria e resisténcia a insulina.

Tabela 3: Exemplos de adipocinas produzidas no tecido adiposo branco.

Simbolo
Oficial Nome Funcdes principais
LEP Leptina Ingestao de alimentos
Resisténcia a insulina, anti-
ADIPOQ Adiponectina inflamatdrio
RETN Resistina Resisténcia a insulina, inflamagao
NAMPT Visfatina Resisténcia a insulina
ITLN1 Omentina Resisténcia a insulina
SERPINA12 Serpina derivada do TA visceral Resisténcia a insulina
APLN Apelina vasodilatagdo
Proteina de transferéncia de colesteril
CETP éster Metabolismo de lipideos
LPL Lipase lipoprotéica Metabolismo de lipideos
HSL Lipase hormdnio-sensivel Metabolismo de lipideos
PLIN1 Perilipina Metabolismo de lipideos
RBP4 Proteina ligante de retinol 4 Metabolismo de lipideos
ASP proteina ligante de acilagéo Metabolismo de lipideos
ATIl Angiotensina ll Pressao sanguinea, pré-inflamatério
ACE Enzima conversora de angiotensina Pressao sanguinea
AGT Angiotensinogénio sanguineo Presséo sanguinea
TNF-a Fator de necrose tumoral alfa Inflamacgéo
IL-6 Interleucina 6 Inflamacgéo
CRP Proteina C reativa Inflamacgéo
Adipsina Fator D do complemento Inflamacgéo
MCP-1 Proteina quimiotatica de mondcitos 1 Atracdo de macrofagos
Molécula de
ICAM-1 adesao intercelular 1 Atracdo de macrofagos
PAI-1 inibidor do ativador de plasminogénio 1 Fibrindlise

Fonte: Dasilio, 2013



1.3 ASPECTOS GENETICOS DA OBESIDADE

Varios genes envolvidos nos mecanismos de manutencdo do peso, gasto
energético, controle do apetite e acumulo de gordura, metabolismo lipidico, de
diferenciacao de adip6citos sdo conservados no processo de evolugao das espécies.
Contudo, na maioria dos casos observados na populacao, a obesidade é multifatorial
e SNPs em um conjunto genes candidatos sao considerados fatores de risco
genético (MARQUES-LOPES et al., 2004).

Na revisdo feita por Rankinen et al. (2005), sdo citados 176 casos de obesidade
humana nao sindrémica causadas por mutacdo em um dos 11 genes ja descobertos
e 50 locus mapeados para sindromes monogénicas. Além disso, 244 genes que
quando polimérficos ou expressos como transgenes em ratos, resultam em fenétipos
que afetam o peso corporal e adiposidade. O nimero de estudos que relatam
associacdes positivas em polimorfismos em genes especificos e obesidade tem
crescido consideravelmente, com 426 achados positivos para 127 genes candidatos.
Destes, 22 genes sao replicados em pelo menos cinco estudos. O cromossomo Y é
0 Unico para qual ainda nao foram identificados genes para a obesidade.

A hipétese mais aceita atualmente para as formas mais comuns de obesidade é a de
que multiplos alelos comuns interagindo entre si; conferindo a certos individuos um
susceptibilidade resultante da interacdo destes fatores genéticos de forma bem
complexa, tornando dificili a individualizacdo destes genes em estudos
populacionais. Além disso, é aceito que estes multiplos alelos sejam bem
representados nas populagdes humanas (COUTINHO,2010;MOSCA et al, 2012).

Estudos desses genes em subgrupos especificos de pacientes, com fenétipo bem
definido e nas diferentes populag¢des, podem esclarecer o verdadeiro significado
desses genes e de seus polimorfismos na génese da predisposicao genética a

obesidade e na resposta ao tratamento farmacolégico e cirdrgico.



A identificagdo de genes envolvidos na obesidade multifatorial baseia-se em
diferentes estratégias de estudo. Varias abordagens, incluindo a estratégia do Gene
Candidato e Estudos de associagcdao genémica (GWAS), tém sido frequentemente
utilizadas na procura por genes associados a obesidade. Atualmente existem mais
de 120 genes candidatos, sendo estes envolvidos no IMC, na gordura corporal, na
distribuicdo da gordura no corpo, regulacéo do gasto energético, controle do apetide,
metabolismo dos lipideos e da glicose (LEE et al., 2016). A Figura 3 sumariza alguns
genes associados com medidas antropométricas relacionadas a obesidade comum e

seus respectivos locos.

Dentre estes, podem ser citados os que codificam o receptor [B-adrenérgico,
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPAR-g), a Interleucina-6 (IL-6),

o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), e a adiponectina, foco do presente estudo.
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Figura 3 - Locais no Genoma com evidéncias de influéncia no IMC, obesidade e fendtipos
relacionados. Os sinais sao mostrados de acordo com sua sinalizacdo em cada cromossomo. Genes
que causam obesidade sindromica (tridngulos vermelhos), variantes que possuem significativa
associagdo no genoma com IMC ou obesidade multifatorial (tridngulos sélidos azuis), andlises de
obesidade extrema (tridngulos aberto azuis) e as variantes identificadas principalmente por causa de

sua associagdo com a cintura ou circunferéncia cintura-quadril (sélidos triangulos verdes).Fonte:

MARK e MCCARTHY (2010).



1.4 DIABETES

Diabetes mellitus (DM) é um importante e crescente problema de salde para todos
0s paises, independentemente do seu grau de desenvolvimento. Em 2015, a
Federacdo Internacional de Diabetes (International Diabetes Federation, IDF)
estimou que 8,8% da populacdo mundial com 20 a 79 anos de idade (415 milhdes
de pessoas) vivia com diabetes. Se as tendéncias atuais persistirem, 0 nimero de
pessoas com diabetes foi projetado para ser superior a 642 milhdes em 2040. Cerca
de 75% dos casos sdo de paises em desenvolvimento, nos quais devera ocorrer o
maior aumento dos casos de diabetes nas préximas décadas. (SBD,2017- 2018).

A SBD define o diabetes mellitus (DM) em um disturbio metabdlico caracterizado por
hiperglicemia persistente, decorrente de deficiéncia na producdo de insulina ou na
sua acao, ou em ambos 0s mecanismos, ocasionando complicagdes em longo prazo
(SBD,2017-2018).

O aumento da incidéncia de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) entre criancas e
adolescentes vem sendo observado em varias regides do mundo, mas ainda nao
sdao bem conhecidos os motivos da eclosdo da doenca nessa faixa etaria
(PINHAS_HAMEL et al,2015)

A classificacdo proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela
Associacdo Americana de Diabetes (ADA), inclui quatro classes clinicas: D tipo 1
(DT1), D tipo 2 (DT2), outros tipos especificos de Diabetes e Diabetes gestacional.
Ainda ha duas categorias, referidas como pré-diabetes, que sdo a glicemia de jejum
alterada e a tolerancia a glicose diminuida. Essas categorias ndo sédo entidades
clinicas, mas fatores de risco para o desenvolvimento de -Diabetes e doencas
cardiovasculares (DCVs) (SBD, 2017-2018).



1.4.1 Alteracoes na homeostase da glicemia

Assim como em adultos, o DM2 em jovens caracteriza-se por faléncia das células 3,
resisténcia hepatica a insulina e na funcao da célula B, com aumento da producao
hepatica de glicose, da filtracao renal e da lipélise. Ha evidéncias de uma exagerada
insensibilidade a insulina e de uma rapida deterioragdo da funcéo das células B em
adolescentes com DM2. Os jovens tém insensibilidade insulinica severa, com maior
perda da capacidade de estimulo de secrecdao de insulina pela glicose e
consequente declinio da funcao da célula B, duas a quatro vezes mais rapida que a
descrita em adultos. Estima-se que a funcdo da célula B caia de 20 a 30% ao

ano,enquanto ocorre, paralelamente, mudancga na sensibilidade a insulina.

Uma das complicacbes mais preocupantes da obesidade sdo as alteragdes da
homeostase glicémica, como a resisténcia insulinica (Rl) considerada precursora da
sindrome metabdlica (SM), diabetes tipo 2 (DM2) e doengas cardiovasculares
(ROMUALDO et al,2014). Devido ao aumento da demanda de insulina, ocasionada
pela resisténcia periférica a esse hormdnio, as ilhotas pancreaticas aumentam a
massa de células B pancreaticas, bem como sua capacidade secretora (CHANG-
CHEN et al. 2008). Em longo prazo, em alguns individuos, essa adaptacao pode nao
ser preservada, devido a uma falha da capacidade das células B secretoras (KAHN,
1998). As principais anormalidades nas ilhotas do pancreas, que ocasionam o
T2DM, sédo a reducdo da massa de células B e o funcionamento ineficaz dessas
células (FLOREZ, 2006; VOIGHT et al.,, 2010). Assim, a resisténcia a insulina,
juntamente com a insuficiéncia das células B pancreaticas em secretar insulina, sao
eventos iniciais da fisiopatologia do T2DM, que é caracterizado por niveis crénicos
de hiperglicemia (LEAHY et al. 2010).

Na faixa etaria infanto-juvenil, a obesidade parece ser importante gatilho de
resisténcia insulinica (TEM & MACLAREN, 2004), que torna as criangas obesas um
grupo de risco, levando os pesquisadores a buscarem indicadores clinicos e
laboratoriais neste grupo. Na pratica clinica, o homeostais model assessment for



insulin resistence (HOMA-IR) é usado para diagnosticar a resisténcia insulinica;
homeostais model assessment- B cell funtion (HOMA- B%) é usado pra verificar a
funcdo das células B do pancreas e o homeostais model assessment S% para
verificar a sensibilidade. (HOMA S%).

1.4.2 — Aspectos genéticos do diabetes tipo 2

A etiologia do DT2 € multifatorial, e 0 excesso de peso representa um dos principais
fatores de risco. Contudo, cerca de 10% dos portadores e DT2 possuem peso
normal e, por outro lado, muitos dos individuos obesos nunca desenvolverdo
diabetes, indicando que outros fatores sado importantes, incluindo os fatores
genéticos (YAKO et al, 2016; STAIGER et al, 2009).

A identificacdo e a caracterizacdo de variantes genéticas que predispéem ao DT2
sao fundamentais para o completo entendimento da doenca. A importancia da
hereditariedade no DT2 esta apoiada em diversos fatos, entre os quais: a)
concordancia entre gémeos monozigoéticos para o DT2, comparados aos dizigoticos.
Estes estudos sugerem uma herdabilidade consideravel, em torno de 50% - 80%,
evidenciando que fatores genéticos tem papel importante na suscetibilidade a
doenca. b) Filhos de um dos pais com DT2 apresentam um risco de mais de 40% de
desenvolvimento da doenca, quando comparados a populacdo geral (YAKO et al,
2016; COSTA, 2014).

As formas monogénicas de DT2 representam entre 5 a 10% dos casos de diabetes
(REIS & VELHO, 2002). Uma mutagdo em um sO gene transmitido de forma
autossdmica-dominante é suficiente para promover a hiperglicemia (FROGUEL &
VELHO, 1994; FROGUEL et al, 1997). O inicio da doenca é frequentemente precoce
com forte penetrancia. Exemplos de formas monogénicas de diabetes séao
representados pelo Maturity Onset Diabetes of the Young (MODY), por muta¢des no
gene do receptor da insulina € no gene da insulina (sindromes raras), pelo diabetes



de origem mitocondrial (REIS & VELHO, 2002; KHODAEIAN et al, 2015)

No momento atual conhecemos alguns genes causadores das formas monogénicas
de DT2. No entanto, na grande maioria dos casos de DT2, a hiperglicemia é
secundaria a defeitos em um grande grupo de genes (formas poligénicas), sem que
conhecamos ainda quantos e quais 0s genes envolvidos.

Os poligenes do DT2 sao expressos em tecidos como figado, adipécitos, células 3-
pancreaticas, musculatura esquelética entre outros. Estes genes desfavoraveis
transmitidos de forma ndo mendeliana, atuam em fenétipos intermediarios do
diabetes que irdo influenciar na homeostase glicidica, como na massa gordurosa,

sensibilidade a insulina e padréo secretério da insulina (REIS & VELHO, 2002).

Nestas formas mais comuns de DT2 cada um dos poligenes “menores” gera
individualmente um efeito muito limitado para o risco do desenvolvimento da doenca.
Porém, quando transmitidos simultaneamente a um mesmo individuo, estes defeitos
genéticos potencialmente deletérios serdo expressos clinicamente se houver a
presenca dos fatores ambientais desfavoraveis. Postula-se também que junto com
os poligenes “menores”, possa haver alguns genes defeituosos com efeito fenotipico
mais acentuado (“genes maiores”) (REIS & VELHO, 2002; LOWE, 2001).

A grande maioria dos alelos de risco relacionados com DT2 foram identificados
através de estudos de associacao por varreduras genémicas (GWAS) (YAKO et al,
2016). Os estudos de GWAS sao o principal método para se estabelecer a ligacao
entre gendtipo e fendtipo, sendo util na identificacdo de variacbes genéticas
familiares, descobrindo variantes genéticas de multiplos genes com efeitos
individualmente pequenos (BILLINGS et al, 2010). Os GWAS de doencas complexas
como DT2, apresentam uma heterogeneidade genética complexa e ainda existe uma
parcela grande de herdabilidade genética inexplicavel (BILLINGS et al, 2010). A
descoberta de inUmeras variantes genéticas importantes para o DT2 revelou varios
reguladores chave envolvidos na homeostase da glicose e na secrecao de insulina
nos seres humanos (LONG et al, 2012).



Polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) com troca de um pare de base,
respondem por cerca de 90% da variacao na sequéncia do genoma humano sendo
consideradas como um dos principais determinantes da predisposi¢cao individual a
doencas complexas (STAIGER et al, 2009). Entretanto, insercdes, delecoes,
duplicacodes, inversdes ou variacdes de numeros de copia de segmentos do DNA
(devido a delecdo e/ou duplicacdo de segmentos de DNA) podem, também,
desempenhar importante papel no risco genético de DT2. Estas variagdes em varios
loci genéticos conferem uma maior susceptibilidade a doenca seja diretamente seja
por meio da interagdo com fatores ambientais (FERREIRA, 2013).

Encontrar genes que predispdem as formas multifatoriais de DT2 representa um
desafio. A partir de 2007, estudos de associagcdo gendmica ampla fornecem novos
insights sobre a arquitetura genética e biologia do DT2 e alteragdes da homeostase
glicémica, bem como entre os genes candidatos para susceptibilidade genética ao

DT2 e excesso de peso, como a ADIPOQ.

1.5 ADIPONECTINA

A adiponectina (GBP-28, apM1, AdipoQ e Acrp30) (SCHERER et al., 1995) é uma
adipocina de fungdo metabdlica, expressa no tecido adiposo, e encontrada no
plasma em concentracdes que variam de 2 a 20 ug/ml (ADYA et al.,2015). O gene
humano que codifica a adiponectina localiza-se no cromossoma 3927 do gene apM1
e possui trés éxons e dois introns, conforme figura 4 . Este locus foi recentemente
associado a susceptibilidade para a diabetes tipo 2, sindrome metabdlica e doencas
cardiovasculares (KISSEBAH et al., 2000).
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Figura 4: Estrutura do gene da adiponectina humana. Fonte: TAKAHASHI, et al, 2000

A proteina é constituida por 244 aminoacidos e composta por quatro dominios: uma
sequéncia sinalizadora na regido N-terminal, uma regido variavel com 27
aminodcidos, um dominio tipo coldgeno e um dominio globular na regido C-terminal
A adiponectina possui uma estrutura homologa do colageno VIII e X, fator do
complemento C1q e do fator de necrose tumoral a (TSAO et al., 2002).

A proteina possui diferentes isoformas, sendo descrito na literatura as isoformas
oligoméricas, incluindo as formas em trimeros, hexdmeros e complexas de alto peso
molecular. Cada forma oligomérica da adiponectina apresenta propriedades
bioldgicas distintas e ativam diferentes vias de sinalizagdo celular em diversos
tecidos (WANG et al., 2009).

Em 2003, foram identificados dois receptores da adiponectina, denominados
AdipoR1 e AdipoR2, a partir desse fato, as vias de acao intracelular dessa adipocina
comecaram a ser elucidados. Esses dois tipos de receptores, da grande familia da
proteina G sdo encontradas no musculo esquelético, figado e cérebro, células B

pancreaticas, macrofagos e lesdes ateroscleréticas (TSAO et al., 2003).
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Figura 5: Multimerizacdo de adiponectina. Mostrando as trés principais formas de adiponectina

encontrado em circulagéo e as principais vias de sinalizacdo. Fonte: Kadowaki et al., 2006

A adiponectina exerce seus efeitos de sensibilizacdo a insulina aumentando p
oxidagdo de acidos graxos, e melhorando a sensibilidade a insulina do figado
(YAMAUCHI et al.,2001). Ela também bloqueia a sintese de acidos graxos e a
gliconeogénese nos hepatocitos e estimula a captagao e catabolismo da glicose no
musculo e no figado (LEHNINGER, 2005).

De acordo com os primeiros estudos, a adiponectina seria expressa exclusivamente
no tecido adiposo a partir de estagios intermediarios da adipogénese, tanto no tecido
adiposo branco como no tecido adiposo marrom. Apesar dos dados disponiveis
serem por vezes contraditérios a secrecdo de adiponectina é mais abundante na
gordura abdominal visceral em relacdo aos outros tipos de tecido adiposo (gordura
subcutanea, perivascular e epicardica). Recentemente, foi possivel identificar a
producdo de adiponectina em outras células, como células fetais, midcitos,

cardiomiécitos, células epiteliais das glandulas salivares, células endoteliais dos



vasos porta e sinusoides hepaticos. (Scherer et al.,1995., apud Fernandes, et al.,
2008).

A secrecdo da adiponectina é regulada por véarias substancias, a insulina promove
um aumento da secrecdo da proteina, enquanto substancias como o fator de
necrose tumoral-alfa (TNF-a), glicocorticéides, agonista beta-adrenérgicos e AMPc
diminuem a expressao da adiponectina (STUMVOLL; STEFAN, 2002).

Os blogueadores do eixo renina-angiotensina (ramipril, losartan) aumentam
significativamente os niveis de adiponectina. O mecanismo inclui efeitos na captagao
intracelular de glicose mediado pela insulina, inducdo da diferenciacdo dos
adipdcitos e ativacao dos receptores PPARy (FURUHASHI et al., 2003).

Estudos da resposta da metabdlica de células do figado, musculo esquelético e
tecido adiposo indicam que a ativacdo de AMP quinase (AMPK) é essencial para os
efeitos da adiponectina. A AMPK é ativada por uma variedade de condi¢cdes, como
estresse celular associado ao acumulo de AMP que é gerado a partir de ATP
(Adenosina Tri-Fosfato). A AMPK tem sido implicada na acdo da metformina e das
tiazolidinedionas (Rosiglitazona e a Pioglitazona), farmacos utilizados na
sensibilizacdo a insulina, sugere uma acao mediadora desses dois farmacos
antidiabéticos reforgcando os efeitos da adiponectina (CURI E LIMA apud AIRES,
2008).

Pesquisas indicam que existe forte correlacdo entre aumento dos niveis de insulina
e diminuicdo dos niveis de adiponectina. Além disso, foi descrita uma associacao
positiva entre os niveis de adiponectina e o grau de captacao de glicose estimulada



pela insulina, sugerindo que a proteina seja um sensibilizador da insulina in vivo
(LINDSAY et al., 2002).

Em estudos realizados com macacos Rhesus, a diminuicdo da concentracédo
plasmatica de adiponectina precedeu a hiperglicemia a resisténcia a insulina
(HOTTA et al., 2001).

Os efeitos vasculares da adiponectina envolvem acdes na disfuncdo endotelial
aumentando a producao de o6xido nitrico (NO), pela ativagdo do AMPK que
consequentemente aumenta a expressao da sintese de NO endotelial (CHEN et al.,
2003).

A resposta anti-inflamatéria da adiponectina parece ser medida pelas concentracdes
de outras citocinas pro-inflamatoéria, mais especificamente a IL-6, o TNF a e a
proteina C reativa (PRADO et al., 2009). Acredita-se que a reducao da adiponectina
em individuos obesos pode ser devido a supressao transcricional, visto que citocinas
pré-inflamatérias como por exemplo, a IL-6 aumentam sua expressao génica na
obesidade podendo causar diminuicdo do mRNA da adiponectina (HOPKINS et
al,2008).

As concentracdes de adiponectina plasmatica tém mostrado correlagcdo negativa
com a glicose, insulina, triglicerideos e indice de massa corporal, e positiva com os
niveis de colesterol e lipoproteinas de alta densidade (CHEONG et al., 2010). Essas
concentracdes variam com o sexo, a idade e o jejum, apresentando ritmo circadiano
com um pico durante a manha e diminuicdo (até 30%) a noite, estando ausente na
obesidade e diabetes tipo 2 (CASTRO, 2009).

Em criancas pré-puberes, diferentemente dos adultos, ndo ha diferengca nas
concentragdes séricas de adiponectina entre os sexos e em adolescentes as

concentracdes séricas totais de adiponectina, diminuem em meninos conforme a



progressdo da puberdade de modo inverso ao aumento das concentragdes séricas

de testosterona (NISHIMURA et al, 2007; ANDERSEN et al, 2007)

Em criangas e adolescentes, de forma semelhante ao observado em adultos, a

adiponectina correlaciona inversamente com a obesidade e aumenta com o
emagrecimento de criangas (STEFAN et al, 2002; ASAYAMA et al, 2003; LAZZER et

al,2005). Assim, concentracoes séricas de adiponectina em criangas e adolescentes

correlacionam negativamente as doencas metabdlicas relacionadas a obesidade e

resisténcia a insulina.
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Figura 6: Alteracdes fisiologicas e celulares em resposta a adiponectina em tecidos alvos. Fonte:

YE e SCHERER, 20183.

Varios polimorfismos de DNA de um unico nucleotideo (SNP- single nucleotide

polymorphism) do gene que codifica a adiponectina

relataram

estar

significativamente associados a concentracdo circulante desta proteina e o

desenvolvimento de certas patologias podem ser hereditarias.



Com base nos SNP descritos e nas indicacbes de que as variantes polimorficas:
rs2241766 (45T>QG); rs1501299 (276G>T); rs17300539 (11391 G>A) e rs 266729
(11377C>G) (Figura 7) no gene da adiponectina modulem as concentragées da
proteina no plasma sanguineo, sendo os 4 SNPs selecionados para este estudo,
considerados SNPs Tag, segundo HIVERT et al (2008).
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Figura 7: Mapa gendmico do gene ADIPOQ com localizagdo de polimorfismos. Marcacdo de SNPs
estudados com seta vermelha. Caixas representam exons, caixas abertas representam regides nao
traduzidas. Fonte: KYRIAKOU et al, 2008 (Modificado).

O SNP rs 17300539 (-11391G>A) esta localizado na regidao promotora proximal do
gene ADIPOQ e consiste na troca de guanina para adenina. Influencia na
transcricao do ADIPOQ e relaciona-se a maiores concentracbes séricas de

adiponectina em adultos e criangas com e sem obesidade (BOUATIA-NAJI, 2006).

Estudos de associacao entre o SNP (-11391G>A) e diabetes tipo 2 (VASSEUR et
al., 2002; GU et al, 2004; VAXILLAIRE et al., 2008) e com o nivel de adiponectina
(VASSEUR et al., 2002; HENNEMAN et al., 2010; LONG et al., 2010; WASSEL et
al., 2010) tém apresentado resultados divergentes (QUEIROZ et al, 2012). Em



estudo realizado com criangas italianas PETRONE et al (2006) verificou que este
SNP esta associado com menores niveis de adiponectina plasmatica, niveis
elevados de insulina de jejum e com o indice HOMA-IR. Estes autores também
observaram que criancas portadoras do alelo G, apresentaram niveis elevados de
glicose e insulina em jejum, HOMA-IR e triglicerideos. Mitiraoui et al (2012), em
estudo de caso-controle para DT2, realizado com adultos residentes na Tunisia,
verificaram maior chance de DT2 entre portadores do alelo A para o SNP - 11391

G>A, num modelo aditivo.

Também localizado na regidao promotora do gene ADIPOQ, o SNP rs 266729 (-
11377 C>Q) esta relacionado ao maior risco de obesidade e IMC, bem como menor
HOMA-IR em criancas obesas (BOUATIA-NAJI et al, 2006). Han et al (2011) ao
realizarem estudo de meta-analise que compararam as frequéncias genotipicas para
o SNP -11377C>G em individuos com e sem o diagnostico de DT2 em diversas
populacdes, encontraram maior prevaléncia do genétipo GG e GC indicando assim,
predisposicao de individuos portadores desses gendtipos para o desenvolvimento de
DT2. PETRONE et al (2006) verificou que criancas portadoras dos genétipos GG e
GC apresentaram niveis elevados de glicose, insulina de jejum, HOMA-IR e
triglicerideos.

O polimorfismo rs 1501299 (276 G>T), localizado no intron 2, tem sido associado
com variaveis metabdlicas e doencas associadas. O alelo T deste SNP foi associado
a hipoadiponectinemia (CHEUNG et al, 2014), porém, devido a complexidade de
fatores que controlam a expressdo de adiponectina, resultados diversos sao
encontrados. Além disso, muitos estudos ndo conseguem estabelecer uma relacéo
direta entre a hipoadiponectinema e disturbios metabdlicos (LARA-CASTRO et al,
2007, TURECK et al, 2015).

ZACHAROVA et al (2005), afirmam que o SNP 276 G>T esta associado com a
predisposicao ao risco doencas cardiovasculares, e segundo KAWAI et al (2013), o
alelo T deste SNP é considerado fator de risco independente para ocorréncia de
acidente vascular cerebral (AVC).



O SNP rs2241766 (+45T>Q), caracterizado pela troca de uma tirosina por guanina
na posicao +45 do exon 2 influéncia a expressdo de ADIPOQ, e esta associado a
obesidade, resisténcia a insulina (Rl), sindrome metabdlica (SM) (LU et al, 2014;
BOUATIA-NAJI et al, 2006; KRIZOVA et al, 2007), hipoadiponectinemia e DT2 em
diferentes populagdes (VENDRAMINI et al, 2010). O Quebec Family Study
comprovou sua associagdao com adiposidade generalizada e abdominal (Melistas et
al, 2009; Musso et al, 2008; Loos et al, 2007). Em estudo realizado na populacéo
Iraniana, os individuos portadores do alelo G apresentaram maiores riscos para
desenvolver diabetes tipo I (MOHAMMADZADEH & ZARGHAMI, 2009).



2 JUSTIFICATIVA

Os custos da obesidade e suas consequéncias negativas para a saude foram
estimados entre 0,7% e 7,0% dos gastos nacionais com saude em todo o mundo
(Nissem,2012) e no Brasil os custos decorrentes com doencgas relacionadas ao
sobrepeso e a obesidade, sdo substanciais para o SUS chegando a
aproximadamente representam cerca de 8% do total de gastos em saude publica
(ABESO,2016).

A estimativa mundial do gasto anual de um individuo para o controle do diabetes, em
2015, foi de US$ 1.622 a US$ 2.886. Estimativas brasileiras sobre despesas com o
tratamento ambulatorial de individuos com diabetes no Sistema Unico de Saude
(SUS) foram da ordem de US$ 2.108 por individuo, dos quais US$ 1.335 (63,3%)
sao custos diretos (SBD 2017-2018)

Utilizagcdo dos SNPs da ADIPOQ como marcadores moleculares de gene com
predicdo de risco de excesso de peso, obesidade, diabetes e as complicagdes
associadas.



3 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Verificar se existe associacdo entre polimorfismo e/ou haplétipos no gene da
ADIPOQ e a susceptibilidade ao excesso de peso e as alteracdes na homeostasia
da glicemia em adolescentes matriculados na rede estadual de ensino da Regiao
Metropolitana da Grande Vitéria-ES.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a distribuicdo das frequéncias alélicas e genotipicas dos
polimorfismos SNPs rs17300539 (11391 G>A); rs 266729 (11377C>G);
rs2241766 (45T>G) e rs1501299 (276G>T) do gene ADIPOQ.

e Realizar a reconstrucdo dos haplétipos para os SNPs rs17300539 (11391
G>A); rs 266729 (11377C>G); rs2241766 (45T>G) e rs1501299 (276G>T) do
gene ADIPOQ.

e Verificar se ha associagao dos polimorfismos e haplétipos do gene ADIPOQ a
parametros antropométricos e bioquimicos, bem como susceptibilidade a ao
excesso de peso e alteragdes na homeostasia glicémica.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Sujeitos e Dados Clinicos

Estudo transversal de base populacional realizado em uma subamostra composta
de trezentos e cinquenta adolescentes de 10 a 14 anos, matriculados em escolas
publicas estaduais, distribuidas em sete municipios da Regidao Metropolitana da
Grande Vitéria — ES (RMGV). Esses adolescentes apresentaram status
socioecondmico semelhante. Foram excluidos aqueles com obesidade secundaria,
doencas inflamatérias agudas ou crénicas ou em uso de corticosteroide e/ou anti-

inflamatoério.

As avaliagdes fisicas foram realizadas nas escolas, entre agosto de 2012 e outubro
de 2013. Foram obtidos os dados antropométricos (peso e estatura), aferida a
pressao arterial e realizada coleta de 10 mL de sangue venoso, apds jejum de 12
horas, para avaliacdo dos niveis séricos de glicose e insulina de jejum e estudo

molecular.

Para classificacdo do estado nutricional foi considerado o indice de massa
corporea/ldade (IMC/I), em escore z, referente as curvas da Organizacao Mundial de
Saude, utilizando-se o software WHO AnthroPlus versao 1.0.33. Foram incluidos no
grupo com excesso de peso 0s adolescentes que apresentaram escore z = + 1 e no
grupo sem excesso de peso aqueles com escore z < +1. A glicose foi dosada no
equipamento Dimension (Siemens Healthcare Diagnostics inc®) por meio do kit
GLUC Flex e método enzimatico colorimétrico, considerando ponto de corte de
glicemia de jejum alterada = 100 mg/dL, pré-diabetes com glicemia de jejum alterada
entre 100-125 mg/dl e Diabetes com glicemia de jejum alterada = 126 mg/dl segundo
a International Diabetes Federation / International Society for Pediatric and
Adolescente Diabetes. A Insulina foi analisada no equipamento Architect (Abbott
Laboratories®) que utiliza Kit reagente Architect Insulin e método de
quimioluminescéncia, considerando insulina aumentada = percentil 90, segundo

estadio puberal e género.



Model Assessment-Insulin Resistance (HOMA-IR) , homeostais model assessment-
B cell funtion Para avaliar a resisténcia a insulina foram calculados os indices de
Homeostasis (HOMA- %) , HOMA BETA-B% e homeostais model assessment S%
(HOMA-5%) através do software HOMA2 CALCULATOR com ponto de corte = 3,16
para (HOMA-IR), sendo calculada pela férmula matematica HOMA IR = [(glicemia

em mmol/L) x (insulinemia em uU/mL)]/ 22,5

Para a classificacdo de raga foi adotado o sistema classificatério, baseado na
autodeclaracdo racial, proposto pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE) (22), que emprega cinco categorias de cor (branca, preta, amarela, parda ou
indigena).

4.2 Isolamento de DNA e Genotipagem

O DNA genbmico foi extraido de amostras de sangue periférico de acordo com
o protocolo de Miller (1988) (28). Para amostras com quantidade de sangue inferior
a 2 ml foi utilizado o Kit comercial Puregene (Qiagen ®).

O DNA foi amplificado pelo método de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real, utilizando ensaios discriminagdo alélica com sondas de hidrélise —
Tagman — desenhadas e validadas pela Life Technology®. A PCR foi realizada em
Termociclador 7500 (Life Technology®) nas seguintes condicdes: desnaturacéo
inicial por 1 minuto a 60 °C e 10 minutos a 95°C, seguido por 40 ciclos de 15
segundos a 95°C, 1 minuto a 60°C e extensdo final por 1 minuto a 60°C.
Controles positivos e negativos foram utilizados. Como o material inicial para cada
reacdo de genotipagem alelo-especifica foi proveniente da mesma amostra de
DNA, uma foi utilizada como controle positivo para a outra na deteccdo de
resultados falsos negativos secundarios a falha na extracdo ou a presenca de
inibidores.



4.3 Reconstrucao de haplétipos

Para determinar o par de haplétipos de cada paciente a reconstrugcao do haplétipo
foi realizada utilizando o programa PHASE v.2.1.1 no modelo padrdo para variacao
rara de recombinacdo. Quatro execugdes independentes com 1000 interagdes, 500
interagbes de burn-in e um intervalo de thinning foram realizados. A melhor
execucao que mostrou a consisténcia maxima dos resultados que aplicaram o
algoritmo PHASE repetidamente com valores padréo e variaveis de numero de
interacdo, e o intervalo de afinamento foi buscado. Todas as quatro corridas

mostraram consisténcia.

4.4 Andlises Estatisticas

Foram analisadas informacdes antropométricas e clinicas dos individuos da amostra
para verificar se os polimorfismos em questdo estavam associados a parametros
como: raga, sexo, indice de Massa Corporal (IMC), glicemia, HOMA-IR, HOMA- B%
e HOMA-S%). Os adolescentes foram divididos em dois grupos: com excesso de
peso e sem excesso de peso. As frequéncias alélicas foram obtidas por contagem
génica e testadas quanto ao equilibrio de Hardy-Weinberg usando o teste de qui-
quadrado. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa SPSS
versdo 23.0, sendo que a escolha dos testes nao paramétricos se deu devido a
distribuicdo ndao normal dos dados verificado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Associacbes entre variaveis qualitativas foram realizadas pelo teste qui quadrado ou
exato de Fischer. Os grupos genotipicos foram comparados tanto para o modelo
dominante, modelo recessivo e modelo aditivo utilizando o teste de Mann-Whitney
para variaveis quantitativas. As variaveis laboratoriais e antropométricas foram
analisadas no total de individuos utilizando o teste Kruskal-Wallis. Um valor de
p<0,05 foi considerado significativo.



5 RESULTADOS

Trezentos e cinquenta e cinco adolescentes com mediana da idade de 12,8 anos de
10 a 14,9 anos) foram incluidos no estudo (Tabela 4). Destes, 241 estavam sem
excesso de peso e 109 com excesso de peso. Embora nenhum dos sujeitos tivesse
diabetes, o pré-diabetes foi detectado em 4 (3,6%) com excesso de peso e em 9
(3,7%) eutroficos. A hiperinsulinemia foi detectada em 46 (41,8%) adolescentes com
excesso de peso e em 28 (11,4%) adolescentes sem excesso de peso. Foi
observado que 30 (8,45%) adolescentes foram classificados com obesidade e 3
(0,84%) com obesidade grave. Racga (p=0.67), sexo (p=0.86) e idade (p=0.09) néo

diferiram entre os grupos.

A Tabela 5 mostra as frequéncias genotipicas e alélicas entre adolescentes com
excesso de peso e sem excesso de peso para 0os SNPs rs2241766 (+45 T> G) e
rs1501299 (+276 G> T). Também resume as frequéncias para os modelos genéticos
dominante, recessivo e aditivo para os grupos. As frequéncias estdo HWE para
ambos os polimorfismos (p> 0,05).

Nao foram verificadas associacdo entre adolescentes com excesso de peso € sem
excesso de peso para os SNPs rs17300539 (113910 G>A) e rs 266729 (11377C>G,
conforme tabela 6.



Tabela 4: Caracteristicas antropométricas, clinicas e bioquimicas de adolescentes da rede publica de ensino de Vitoria, ES, Brasil.

Adolescentes

Excesso de Peso

Sem excesso de peso

p-value

N 350 109 241
Idade (anos) 12.8 (10-14,9) 12.65 (10.4-14.8) 12.8 (10-14,9) 0.09
Peso (Kg) 47.8 (23.8-94.4) 59.45 (39.3-94.4) 43.4 (23.8-65.9) 0.00
Altura (cm) 155.2 (130-186.3) 156.9 (134—186.3) 154.4 (130— 184,8) 0.03
BMI (z-score) 0.23 (-3.2-3.44) 1.7 (1.02-3.44) -0.15 (-3.2- 1.0) 0.00
Glicose em jejum (mg/dL) 88 (58-112) 89 (64-112) 88 (58-107) 030
Insulina (mcU/mL) 11.69 (0.4-48.72) 15.97 (2.93-48.72) 10.1 (0.4-44.6) 0.15
HOMA-IR 2.94 (0,08-11,90) 3.79 (0.64-11.9) 2.19 (0.08-10.23) 0.00
HOMA-B% 149.00 (16,00-444,00) 174.00 (51,00-407,00) 137.00 (16,00-444,00) 0.00
HOMA-S% 81,00 (17-1939,00) 56.00 (17-261,00) 92.00 (16-1939.00) 0.00
Género (%) M 136 (38.9%) 42 (38.25%) 96 (39.2%)

F 214 (61.1%) 68 (61.8%) 149 (60.8%) 089
IFG n (%) N 338 (96.5%) 106 (96.4%) 232 (96.3%)

A 12 (3.5%) 4 (3.6%) 8 (3.7%) 099
Insulina CUART N 280 (78.9%) 63 (57.8%) 217 (88.6%)

A 74 (20.8%) 46 (42.2%) 28 (11.4%) 070
Raga n (%) Branco 96 (27%) 31 (28.2%) 72 (29.4%)

Preta 103 (29%) 52 (47.3%) 104 (42.4%) 0.67

Parda 156 (43.9%) 27 (24.5%) 69 (28.2%)

BMI= indice de massa corporal (z-score); HOMA IR= Homeostasis Model Assessment for Insulin Resistance; HOMA-B%= Homeostasis Model Assessment-

B-cell function; HOMA S %= Homeostasis Model Assessment- Insulin Sensitivity; IFG = Impaired fasting glucose.



Tabela 5: Genotipos, frequéncias alélicas e modelos genéticos para os polimorfismos rs2241766 (+45
T> G) e rs1501299 (+276 G> T) em adolescentes de escolas publicas da regido Metropolitana de

Vitéria, ES, Brasil.

Gendtipo

TT

TG

GG

Frequéncia Alélica
T

G
Modelo Dominante

TT+TG

GG

Modelo Recessivo
GG +TG

CcC

Modelo Aditivo

GG
TT

45 T>G 276 G>T
Excesso de Sem excesso de Excesso de Sem excesso de
Peso Peso Peso Peso P

89 (81.7%)  202(83.5%) 42 (38.5%) 26 (10.6%)
17 (15.6%) 40 (16.5%) 0.04 54 (49.5%) 126 (51.4%) 0.92

3 (2.8%) 0 (0%) 13 (11.9%) 93 (38.0%)
23 (10.6%) 40 (8.3%) 80 (36,7%) 178 (36,4%) 0.92

195 (89.4%) 444 (91.7%) 0.33 138 (63,3%) 312( 63,6%)

106 (97.2%) 242 (100%) 67 (61.5%) 152 (62.0%)
0.03 0.72

3 (2.8%) 0 (0%) 42 (38.5%) 93 (38.0%)

20 (18.3%) 40 (16.5%) 96 (88.1%) 219 (89.4%)
202 (83.5% 0.68 0.92

89 (81.7%) (83.5%) 13 (11.9%) 26 (10.6%)

% 202 (100%) % 93 (78.2%)
89 (96.7%) 003 42(76:4%) 0.79

3 (3.3%)

0 (0%)

13 (23.6%)

26 (21.8%)

Investigamos também a associacdo entre polimorfismos da ADIPOQ e modelos

genéticos com as variaveis antropomeétricas e metabdlicas dos adolescentes. Para o

SNP +45 T> G, as variaveis analisadas ndao apresentaram associacao significativa

com os genotipos. Quanto aos modelos genéticos, o modelo TT + TG foi associado

ao peso (p = 0,01), estatura (p = 0,02) e IMC por idade (p = 0,02).



Tabela 6: Gendtipos, frequéncias alélicas e modelos genéticos para os polimorfismos e rs 266729 (-11377C>G) e rs17300539(-113910 G>A) em adolescentes de escolas
publicas de Vitéria, ES, Brasil.

11377C>G 113910 G>A
Excesso de Peso  Sem excesso de Peso P Excesso de Peso  Sem excesso de Peso P
Genétipo Gendtipo
CC 24 (75.0%) 210 (65.0%) GG 23 (71.9%) 264 (81.7%)
CG 6 (18.8%) 98 (30.3%) 0.39 AG 9 (28.1 %) 58 (18.0%) 0.36
GG 2 (6.3%) 15 (4.6%) AA 0 (0.0%) 1(0.3%)
Frequéncia Alélica Frequéncia Alélica
C 54 (84.3%) 518 (80.1%) G 55 (85.9%) 584 (90.9%) 085
G 10 (15.3%) 128 (19.9%) 0.58 A 9 (14,1%) 58 (9.1%)
Modelo Dominante Modelo Dominante
CC +CG 30(93.8%) 308 (95.4%) GG 85 (77.3%) 202 (82.4%)
e 0.68 AGHAA 0.25
2 (6.3%) 15 (4.6%) + 25 (22.7%) 43 (17.6%)
Modelo Recessivo
GG +CG 8(25.0%) 113 (35.0%) * * *
CC 210 (65.0%) 0.25

24 (75.0%)




Tabela 7: Associagao do polimorfismo rs2241766 (45 T> G) da ADIPOQ com caracteristicas clinicas e bioquimicas de adolescentes de escolas publicas de Vitéria, ES, Brasil.

45 T>G rs2241766

TT TG GG p-value TT+TG p GG+ TG p-value
Idade (anos) 12.7 (10-14.9) 13.1 (10.4-14.90) 13.3 (12.90-13.40) 0.41 12.8 (10.00-14.90)  0.42  13.15(10.40-14.90) 0.33
Peso (Kg) 47.6 (25.4-94.4) 48.1 (23.80-83.50) 74.8 (58.5-90.10) 0.09 47.7 (23.80-94.40)  0.01 48.2 (23.80-90.10) 0.51
Estatura (cm) 155 (134 —184.8)  155.1 (130,00-178.20)  168.3 (160.60—186.30) 0.12 155 (130.00-184.80)  0.02  155.6 (13.00-186.30) 0.60
BMI (z-score) 0.23 (-3.2-3.44) 0.21 (-2.22-3.12) 2.12 (1.54-2.22) 0.12 0.22 (-3.20-3.44) 0.02 0.23 (-2.22-3.12) 0.52
Glicemia em jejum (mg/dL) 88 (64-112) 86 (58.00-99.00) 83 (72.00-85.00) 0.17 88 (58.00—112.00) 0.10 85.5 (58.00-99.00) 0.08
Insulina (mcU/mL) 11.67 (2.4-44.49) 11.9 (0.40-48.72) 14.07 (8.64-14.63) 0.96 11.69 (0.40-48.72)  1.00 11.98 (0.40-48.72) 0.84
HOMA-IR 2.48 (0.52-10.01) 2,58 (0,08 - 11,90) 5 (1.81-3.00) 0.96 2.5 (0.08-11.90) 0.80 2.57 (0.08-11.90) 0.62
Género n (%) M 112 (31.9%) 21 (6%) 3(0.9%) 133 (37.9%) 24 (6.8%)
0.09 0.06 0.89
F 179 (51%) 36 (10.3%) 0 (0.0%) 215 (61.3%) 36 (10.3%)
IFG (%) N 278 (79.2%) 7 (16.2%) 3(0.9%) 335 (95.4%) 60 (17.1%)
0.25 1.00 0.10
A 3 (3.7%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 3 (3.7%) 0 (0.0%)
Insulina N 188 (53.6%) 0 (11.4%) 3 (0.9%) 228 (65%) 43 (12.3%)
0.33 0.55 0.29
A 103 (29.3%) 17 (4.8%) 0 (0.0%) 120 (34.2%) 17 (4.8%)
Raga n (%) W 88 (25.1%) 1(3.1%) 2 (0.6%) 99 (28.2%) 13 (3.7%)
B 128 (36.5%) 27 (7.7%) 0 (0.0%) 0.20 155 (44.2%) 0.24 27 (7.7%) 0.31
BI 75 (21.4%) 19 (5.4%) 3 (0.9%) 94 (26.8%) 60 (17.1%)

BMI= Indice de massa corporal (z-score); HOMA IR= Homeostasis Model Assessment for Insulin Resistance; IFG =

Impaired fasting glucose



Tabela 8: Associacédo do polimorfismo ADIPOQ rs1501299 (276 G> T) com caracteristicas clinicas e bioquimicas de adolescentes de escolas publicas de Vitoria, ES, Brasil.

276 G>T rs1501299
GG GT TT p GG + TG p TT+ TG p
Idade (anos) 128 (10-14.8) 12.85(10.4-14.9) 124 (10.1-14.6) 0.08  12.8(10-149) 0.05 12.8(10.1-149) 0.72
Peso (Kg) 48,8 (26.1-94.4)  47.35(23.8-90.4)  46.5(29.3-62.6) 0.17 47.8(23.8-94.4) 0.14  47.3(23.8-90.4) 0.20
Estatura (cm) 156 (135-186.3)  155.15 (130-175.2) 153.2 (134-167.7) 0.42 155.6 (130-186.3) 0.11 155 (130-175.2)  0.49
BMI (z-score) 0,25 (-2.37-3.44)  0.205 (-3.2-2.96)  0.23 (-2.77-2.67) 0.63 0.23(-3.2-3.44) 0.70  0.21(-3.2-2.96)  0.58
Glicemia em jejum (mg/dL) 87 (64-107) 89 (58-107) 88 (70-112) 0.06 88 (58—107) 0.93 89 (58-112) 0.02
Insulina (mcU/mL) 11.67 (0.4-39.3) 11.89 (2.93-48.72) 9.61 (3.14-41.84) 053 11.83(0.4-48.72) 0.20 11.71(2.93-48.72) 0.79
HOMA-IR 2.5 (0.08-8.9) 258 (0.53-11.9)  2.11(0.54-10.01) 0.37 255(0.08-11.9) 020 2.48(0.53-11.9) 0.55
Género n (%) M 50 (37%) 69 (38.3%) 19 (48.7%) 119 (37.8%) 88 (40.2%)
0.41 0.19 0.56
F 0 (0%) 0 (0%) 1(2.6%) 196 (62.2%) 131 (59.8%)
IFG (%) N 133 (98.5% 170 (94.4% 38 (97.4% o 208 (95%
( ) ( ) ( ) 015 303 (96.2%) 0.70 (95%) 0.09
A 2 (1.5%) 10 (5.6%) 1(2.6%) 12 (3.8%) 11 (5%)
Insulina N 111 (82.2% 135 (75.4% 33 (84.6% 0 168 (77.1%
( ) ( ) ( ) 0.23 246 (78.3%) 0.36 ( ) 0.95
A 24 (17.8%) 44 (24.6%) 6 (15.4%) 68 (21.7%) 50 (22.9%)
Raga n (%) w 40 (29.6%) 51 (28.3%) 12 (30.8%) 91 (28.9%) 63 (28.8%)
B 61 (45.2%) 80 (44.4%) 14 (35.9%) 0.83 141 (44.8%) 0.52 94 (42.9%) 0.81
BI 34 (25.2%) 49 (27.2%) 13 (33.3%) 83 (26.3%) 62 (28.3%)

BMI= indice de massa corporal (z-score); HOMA IR= Homeostasis Model Assessment for Insulin Resistance; IFG = Impaired fasting glucose.



Tabela 9: Associacao do polimorfismo ADIPOQ rs 266729 (11377C> G) com caracteristicas clinicas e bioquimicas de adolescentes da rede publica de

ensino de Vitéria, ES, Brasil.

rs 266729 (11377C>Q)

CC CG GG p-value p-value p-value
Idade (anos) 12.7 (10.1-14.9) 13.0 (10-14.8) 12.4 (10.1-14.6) 0.142 12.7(10.8-14.7) 0.05 12.9 (10-14.8)  0.137
Peso (Kg) 48,1 (23.8-94.4) 46.0 (28.8-83.5) 48.1 (28-78.9) 0.557 47.8 (28.-94.4) 0.14 46 (28-84.0) 0.235
Estatura (cm) 155.3 (130-186.3) 154.7 (135.6-175.4) 156.2(139.3-163.3) 0.879  155.1(130.3-186.3)  0.11  155(136-175.0)  0.641
BMI-for-age(z-score) 0,28 (-3.2-3.44) 0.07 (-1.7-2.50) 0.48 (-2.37-2.50) 0,240 0.22 (-3.2-3.44) 0.70 0.21(-3.2-2.6)  0.311
Glicemia em Jejum (mg/dL) 88 (58-112) 88 (65-107) 89 (83-105) 0.378 88.5 (58-107) 0.93 89 (58-112) 0.472
Insulina (mcU/mL) 11.77 (0.4-41.8) 11.4 (2.40-48.72) 10.43 (4.28-34.31)  0.523 11.8 (0.4-48.72) 0.20 13.0 (2.0-49.0)  0.472
HOMA-IR 2.5 (0.08-8.9) 2.58 (0.53-11.9) 2.11 (0.54-10.01) 0.37 2.55 (0.08-11.9) 0.20 2.48(0.53-11.9) 0.55
Género (%) M 50 (37%) 69 (38.3%) 19 (48.7%) 119 (37.8%) 88 (40.2%)
F 0 (0%) 0 (0%) 1 (2.6%) 041 196 (62.2%) 0-19 131 (59.8%) 0-56
IFG (%) N 133 (98.5%) 170 (94.4%) 38 (97.4%) 303 (96.2% 208 (95%)
A 2 (1.5%) 10 (5.6%) 1 (2.6%) 0-15 12 EB-S%)) 0-70 11 (5%) 0.09
Insulina N 111 (82.2%) 135 (75.4%) 33 (84.6%) 246 (78.3%) 168 (77.1%)
A 24 (17.8%) 44 (24.6%) 6 (15.4%) 0.23 68 (21.7%) 0.36 50 (22.9%) 0.25

BMI= Indice de massa corporal (z-score); HOMA IR= Homeostasis Model Assessment for Insulin Resistance; IFG = Impaired fasting glucose.



Tabela 10: Associacao do polimorfismo da ADIPOQ rs17300539 (11391 G> A) com caracteristicas clinicas e bioquimicas de adolescentes de escolas
publicas de Vitéria, ES, Brasil.

rs17300539 (113910 G>A)

AA* AG GG p-value v;;e
Idade (anos) 12.0 (12-12) 132 (10-14.6)  12.3(10.1-14.2)  0.142  12.7(10.8-147) 0512
Peso (Kg) 53.0 (53-53)  46.0 (28.8-83.5)  45.9 (28.4-835)  0.557  46.6 (28.4-83.5)  0.992
Estatura (cm) 157 (157-157)  155.0 (134-171.2) 156.4 (130-186.3) 0.879 155.4 (130.-186.3) 0.796
BMI-for-age(z-score) 1.23(1.23-1.23)  0.07 (-1.7-2.50)  0.48 (-2.37-2.50) 0,240  0.23 (-3.2-3.44)  0.960
Glicemia em Jejum (mg/dL) 88 (58-112) 88 (65-107) 89 (83-105) 0.378 885 (58-107)  0.161
Insulina (mcU/mL) 7.28(7.28)  11.4(2.40-48.72) 10.43 (4.28-34.31) 0523  11.4(0.4-44.49) 0.156
HOMA-IR 25(0.08-8.9) 258 (0.53-11.9) 2.1 (0.54-10.01) 037  2.55(0.08-11.9) 0.252

BMI= indice de massa corporal (z-score); HOMA IR= Homeostasis Model Assessment for Insulin Resistance; IFG = Impaired fasting glucose.



5.1 ANALISES DE ASSOCIACOES COM HAPLOTIPOS

O estudo de haplétipos é interessante por possibilitar um aumento na deteccao de
regides de susceptibilidade, se estas forem responsaveis pela variagao clinica ou
estiverem em forte desequilibrio de ligacao com algum polimorfismo funcional.

5.1.1 Reconstrucao dos haplétipos possiveis e provaveis

Os haplétipos foram reconstruidos a partir dos SNPs - 11391 G>A , -11377C>G,
+45T>G e +276G>T. O numero de combinagdes possiveis entre os 4 SNPs sdo 16
haplétipos, no entanto as provavéis combinagdes nas amostras analisadas sdo no

sdo 9 permutacdes, conforme figura 5.

----------------

{ GCGG: felecley /ACGG: AGGG
GCTG {GGTG: ACTG: AGTG
GCTT G{;TG ACTT AGTT

Figura 8: Haplétipos possiveis versus haplétipos provaveis para os SNPs - 113910 G>A ,
11377C>G, +45T>G e +276G>T no gene da ADIPOQ.

* Linha tracejada corresponde aos haplétipos provaveis. Fonte: A autora.

Todos diferentes haplétipos foram estimados GCGG 272 (38,85%); GCTG
180(25,71%); GGGG 111(15,86%); ACTG 61 (8,71%); GCGT 44 (6,29%); GGTG 14
(2,00%); GGGT 12 (1,71 %); ACGT (0,71%) E ACGG 1(0,14%), e somente aqueles



com uma frequéncia superiores a 5% foram associados as variaveis clinicas e

antropométicas, conforme tabela 10.

Tabela 11: Percentual de frequéncias encontradas para os haplétipos construidos
com base nos SNPs - 113910 G>A, -11377C>G, +45T>G e +276G>T, em 350

adolescentes.

GCGG GCTG GGGG ACTG GCGT GGTG GGGT ACGT ACGG
(38,86%)

(25,71%)

(15,86%)
(8,71%)
(6,29%)
(2%)
(1,71%)
(0,71%)

(0,14%)

Fonte: A autora

Também foram reconstruidos os haplétipos por regides no gene da ADIPOQ, sendo
0s SNPs - 113910 G>A e -11377C>G da regidao promotora, e os SNPs +45T>G e
+276G>T da regido codificante.

Os haplétipos possiveis entre os SNPs da regiao promotora sao: (GC/GG/AC/AG),
sendo observados os haplétipos GC 496 (70,85%); GG 137 (19,5%) e AC 67 (9.5%).
Os haplétipos possiveis entre os SNPs da regido codificante sdo: (GG/GT/TG/TT),
sendo observados os haplétipos GG 384(54,85%); GT 63 (9,0%) e TG 253
(36,15%), tabela 12.



Tabela 12: Caracteristicas clinicas e bioquimicas de adolescentes da rede publica de ensino de Vitéria, ES, Brasil, avaliados no diferentes haplétipos.

SNPs - 113910 G>A, -11377C>G, +45T>G e + 276G>T

GCGG GCTG GGGG ACTG GCGT P
Peso (Kg) 52 (26-94) 47.35 (24-90) 46 (29-66) 49(29-84) 47 (24-90) 0.28
Estatura(cm) 155 (135—185) 155(130—175) 154 (136—175) 155 (134-171) 153 (130—186) 0.85
IMC Kg/m? 21 (14-34)+4 20 (13-32)+3 19 (14-26)+3 20(14-31)+4 20 (14-26)+4 0.12
Glicemia em Jejum (mg/dL) 85 (64—99) 87 (58-112) 88 (65—-107) 89 (66-107) 83 (58-97) 0,033*
Insulina (pmol/L) 94(30-229,3) 98,5(2,8-272,9) 90,1(16,7-309) 110,8(26,4-338,4)  98.5(2.8-272.9) 0.20
HOMA-IR 2,82 (0,68-7,17) 2,92 (0,53-10,1) 2,82 (0,52-9,77) 3.53 (0,76-11,9) 2,92 (0,08-8,72) 0.49
HOMA % 159.13(86.5-444.1) 124.43(67.9-166.6) 141.21(45.7-364.7) 155.62(64.9-352,1) 124,43(166,6-67,9) 0.61
HOMA% S 71.5(24.6-195.4) 77.63(19.2-261.6) 76.42(18.6-319.4)  67.84(16.6-206.9)  168.7(20.8-1939)  0.46

IMC= indice de massa corporal; HOMA IR= Homeostasis Model Assessment for Insulin Resistance; HOMA-B%= Homeostasis Model Assessment- B-cell
function; HOMA S %= Homeostasis Model Assessment- Insulin Sensitivity.



Tabela 13: Caracteristicas clinicas e bioquimicas de adolescentes da rede publica de ensino de Vitéria, ES, Brasil, avaliados por haplétipos da regido
promotora e codificante do gene da ADIPOQ.

SNPs - 113910 G>A e -11377C>G +45T>G e + 276G>T

GC GG AC* p-value GG GT TG p-value
Idade (anos) 12.7 (10-14.9) 13.1 (10.4-14.90) 12.4 (12.4-12.4) 0.415 12.8 (10.00-14.90) 12 (10.1-13.8) 13.15(10.40-14.90)  0.431
Peso (Kg) 49 (24-94) 51 (28-84) 50 (50-50) 0.723 49 (26-94.0)+11,8 54 (29-90.0) 48 (24-90) 0.152
Estatura (cm) 155 (130-186) 156 (140-171) 157 (157-157) 0.631 155 (135-184,8) 157 (135-186,3) 155 (130-167,7) 0.583
BMI (z-score) 0,23 ( -3-3) 0.4 (-2-3) 1.0 (1-1) 0.765 0.4 (-3.20-3.40) 0.4 (-2,2-2,2) 0.3 (-2.8-2,7) 0.296
Glicemia em Jejum (mg/dL) 87 (58-112) 89 (71-99) 92.0 (92-92) 0.128 86 (64-107) 83(64-93) 88 (58-112) 0.012*
Insulina (pmol/L) 92 (16.5-235) 86.9 (2.5-160.2) 50.6(50.6-50.6) 0.236 93 (16.7-238.8) 87.5 (2.8-170,4 87.5 (2.8-170,4) 0.326
HOMA-IR 2.92 (0.08-10.1) 3.28 (0.60-11.9) 1.65 (1.65-1.65) 0.516 2.9 (0.5-8,9) 2.5(0.1-2.5) 3.1(0.5-11.9) 0.856
HOMA-B 149.4 (15.8-444.1)  144.4(65.7-296.3) 87.9 (87.9-87.9) 0.322 150.1 (45.7-444.1) 159.1 (15.8-407.2) 146.5 (51-352.1) 0.385
HOMA-S 81.4 (18.6-1939.4) 74.8 (16.6-238) 105.1 (105.1-105.1)  0.455 74.2 (22.6-319.4) 133.5 (35.7-1939.4) 76.4 (16.6-261.6) 0.315

BMI= Indice de massa corporal (z-score); HOMA IR= Homeostasis Model Assessment for Insulin Resistance; HOMA-B%= Homeostasis Model Assessment-
B-cell function; HOMA S %= Homeostasis Model Assessment- Insulin Sensitivity;



HOMA IR

Os indices de secrecao e sensibilidade a insulina foram avaliados em 350 amostras
em diversas analises estatistica que incluiam os genétipos e os haplétipos dos
SNPs - 113910 G>A, -11377C>G, +45T>G e +276G>T do gene da ADIPOQ.

Os resultados foram estratificados em adolescente com excesso e de peso e
adolescentes sem excesso de peso para os modelos HOMA IR, HOMA- 3% e
HOMA S% sendo observado forte associacdo entre os grupos e as variaveis
laboratoriais, apresentando resultado de p=0,00.

Para o polimorfismo +45 T>G foi verificado associagéao para HOMA 3% no Percentil
95 (275,3), quando classificada em variavel categorica normal 332(95%) e alterada
18 (5%), apresentando para o teste Qui-quadrado de Pearson (p=0,028).

Nas analises de reconstrucao dos haplétipos gerados a partir dos 4 SNPs - 113910
G>A, -11377C>G, +45T>G e +276G>T foi verificado um resultado significativo com
com a glicemia em jejum (p=0,033) sendo observado maiores concentragdes séricas
de glicose o haplétipo ACTG e menores concentragdes séricas de glicose para o
haplétipo GCGT, conforme grafico 2. Nao foi verificado associagéo significativa entre
os haplétipos com frequéncia acima de 5% para os modelos de HOMA-IR (p=0,49),
HOMA-B% (p=0,61) e HOMA-S (p=0,46), conforme grafico 1.

Grafico 1: Haplétipos do gene da AdipoQ para os SNPs - 113910 G>A, -
11377C>G, +45T>G e +276G>T +276G>T associados com o0s modelos de
homeostasia HOMA-IR; HOMA % e HOMA S%
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Grafico 2: Haplétipos do gene da AdipoQ para os

SNPs - 113910 G>A, -

11377C>G, +45T>G e +276G>T +276G>T associados com glicose e insulina sérica.
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Observamos que os haplétipos da regiao codificadora +45T>G e +276G>T obteve

resultado significativo com a glicemia em jejum (p=0,012). Sendo observado que

haplétipo TG possui maiores concentracdes de glicose, enquanto o haplétipo GT foi

associado as menores concentragdes séricas de glicose.

Grafico 3: Hapl6tipos do gene da AdipoQ na regido codificadora SNPs +45T>G e

+276G>T associados com glicose e insulina sérica.
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Nas analises com os haplétipos foi observado uma tendéncia entre as associacdes
dos haplétipos da regiao promotora do gene da ADIPOQ, SNPs - 113910 G>A, e
11377C>G para 0 modelo com excesso de peso e sem excesso de peso com
HOMA-IR com ponto de corte = 3,16 categorizada em normal e alterada, sendo
verificada associacdo no teste de Qui-quadrado de Pearson (p= 0,05) com

correlacdo para o haplétipo CG.

N&ao observamos outras diferencas significativas entre os grupos.



6 DISCUSSAO

Os SNPs da ADIPOQ - 113910 G>A , -11377C>G, +45T>G e +276G>T foram
estudados em diferentes populacdées. Embora os resultados sejam contraditérios, ha
evidéncias que as variagdes genéticas do gene ADIPOQ em adultos estdo
associadas ao diabetes tipo 2 (DT2).

Neste estudo, verificamos que o gendtipo GG e os modelos genéticos aditivo (TT x
GG) e dominante para T (TT + TG x GG), do polimorfismo rs2241766 +45 T> G,
explicaram uma alteracdo do IMC para idade nos adolescentes (Tabela 5). No
entanto, estudos anteriores ndo mostraram evidéncias para a associacao entre o
polimorfismo +45 T> G e o risco de obesidade em criangas e adolescentes de
herancas francesa e espanhola (Bouatia-Naji et al., 2006; Moleres et al., 2012;
Riestra et al., 2012). Outros SNP ADIPOQ (rs1501299 e rs17300539) parecem
estar associados ao sobrepeso (Kasin et 2016).

Em individuos obesos, os niveis de adiponectina estao significativamente reduzidos,
ou seja, ha uma correlacdo negativa entre o IMC e os niveis plasmaticos de
adiponectina. A razdo pela qual os niveis de adiponectina sdo reduzidos em
individuos obesos parece estar relacionada a citocinas pré-inflamatérias, que séo
aumentadas nesses individuos. Consequentemente, pode causar uma reducado na
expressdao de mRNA da adiponectina e sua secrecao pelos adipdcitos, segunso
Arikoglu et al, 2014. Portanto, é possivel que os portadores do genétipo GG tendam
a ter um aumento de no IMC, levando a supressao na expressao do RNAm. Essa
supressdao diminui o0s niveis plasmaticos de adiponectina, aumentando a
suscetibilidade a resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e condi¢des cardiovasculares
em individuos obesos, uma vez que a adiponectina atua como fator de protecao as
doencas cardiovasculares e aumenta a sensibilidade a insulina através da sua acao

anti-inflamatoéria.



Petrone et al. (2006) demonstraram uma associacao entre o genétipo +45 T> G e o
modelo genético GG + TG x TT com o aumento dos niveis de glicose em criancas
italianas com sobrepeso / obesidade, com média de idade de 10,6 anos. Outros
autores também encontraram uma associacdo entre o SNP +45 T> G com
hiperglicemia e diabetes tipo 2 em adultos (Fumeron et al., 2004; Zacharova et al.,
2005), sendo observado associagdes de peso, estatura e IMC para este modelo na
populacdo de adolescentes da Regido Metropolitana de Vitéria, conforme dados da
tabela 7.

Petrone et al. (2006) nao observaram uma associacao entre a glicemia de jejum e 0
polimorfismo +276 G> T em adolescentes italianos com faixas etarias semelhantes
aos adolescentes avaliados neste trabalho. Riestra et al. (2012) também nao
encontraram associacao de +276 G> T SNP com glicemia de jejum em adolescentes
espanhois. Os resultados acima citados ndo corroboram o resultado obtido neste
trabalho, sendo observado que o SNP 276 G> T no modelo genético recessivo para
o alelo G (TT + TG x GG) foi associado a maiores niveis de glicemia de jejum (p =
0,02) (Tabela 8). Zaki et al. (2014) encontraram resultados semelhantes para este
SNP ao estudar criancas egipcias em que os gendtipos TT (96,3 mg / dl) e GT (94

mg / dl) estavam associados com maior glicemia de jejum.

O SNP -11377 C>G da regiao promotora do gene da adiponectina apresentou
frequéncia de CC (66,8%), sendo semelhante a frequencia observada em diversos
estudos da literatura VASSEUR et al (2005) e SCHWARZ et al (2006) estando em
EHW na amostra estudada. Estudando uma populacdo de suecos, GU et al. (2004)
observaram que portadores do alelo C para o polimorfismo -11377 C>G
apresentavam um indice de massa corporal (IMC) maior que o indice médio das

pessoas com o gendtipo GG.

Em nosso estudo os SNP -11377 C>G e -11391 G>A nao foi associado com
nenhuma diferenca estatisticamente significativa entre medidas antropométricas e os
polimorfismos, resultados similares foram encontrados nas andlises desenvolvidas
por VASSEUR e MENZAGHI et al.(2002). No entanto, diversos outros artigos



relatam associacdo entre desvios das medidas antropométricas com os alelos -
11391 e -11377 ou com seus haplétipos ou com outras variantes do gene APM1.

No nosso estudo analises com os haplétipos foi demonstrado uma tendéncia entre
as associacdes dos haplétipos da regidao promotora do gene da ADIPOQ, SNPs -
113910 G>A, e 11377C>G para o modelo com excesso de peso e sem excesso de
peso com HOMA-IR com correlacao para o haplétipo CG.

Petrone et al, estudaram quatro haplétipos estimados para os SNP-11391,-11377 e
+45 em criancas italianas com sobrepeso e obesidade e observaram que a presenca
do alelo G do SNP-11391 G>A era associada a maior resisténcia a insulina e
menores niveis de adiponectina, e a adi¢cao do alelo C do SNP-11377 C>G conferia
além de maior, maiores niveis plasmaticos de glicose, demonstrando o efeito
individual de cada SNP na sua populacao. Vasseur et al, demonstraram importante
associacao do haploétipo dos SNPs -11391 e -11377 (GG) da regiao promotora com
maior risco de DM2 em caucasianos obesos morbido, sugerindo que este haplétipo
ou alguma variante funcional préxima em desequilibrio de ligacdo levaria a

diminuicao das concentracdes de adiponectina e sensibilidade a insulina.

Os haploétipos da regiao codificadora +45T>G e +276G>T deram associados com a
glicemia em jejum (p=0,012). Sendo observado nesta populacdo que haplétipo TG
possui maiores concentracoes de glicose, enquanto o haplétipo GT foi associado as
menores concentracdes séricas de glicose, resultado esse que corroboram o estudo
de Menzaghi et al (2002), demonstrando na populagdo de caucasianos que 0
haplétipo definido pelos dois SNPs +45 T>G e +276 G> T do gene da ADIPOQ foi
fortemente associado com muitos componentes da sindrome de resisténcia a
insulina com maior peso corporal (P 0,03), cintura circunferéncia (P 0,004), sistolica
(P 0,01) e pressao arterial diastolica (P 0,003), glicemia de jejum (P 0,02) e insulina
(P 0,005), homeostase modelo de avaliacao (HOMA) para resisténcia a insulina (P
0,003).



7 CONCLUSOES

Concluimos que polimorfismo e/ou haplétipos TG da regido codificadora do gene
da ADIPOQ esta relacionado com susceptibilidade ao excesso de peso e alteracdes
na homeostase glicémica em adolescentes matriculados na rede estadual de ensino
da Regiao Metropolitana da Grande Vitéria-ES.

Associacoes dos polimorfismos e haplétipos do gene ADIPOQ e os parametros
antropométricos e bioquimicos, bem como a susceptibilidade ao excesso de peso e
alteracbes na homeostase glicémica foi encontrada na polucdo estudada,
destacando a associacao do polimorfismo +45 T>G com maior suscetibilidade para
0 excesso de peso e alteracbes com HOMA- B% e para o haplétipo da regido
codificadora do gene ADIPOQ +45T>G e +276G>T associado com o aumento nos

niveis séricos da glicose.

A distribuicdo das frequéncias alélicas, genotipicas dos polimorfismos SNPs
rs17300539 (11391 G>A); rs 266729 (11377C>G); rs2241766 (45T>QG) e rs1501299
(276G>T) do gene ADIPOQ estao em equilibrio na populacdo estudada,
apresentado maior frequéncia do haplétipo GCGG 272 (38,85%).
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ANEXO 3 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA OS
ADOLESCENTES E SEUS PAIS E/OU REPRESENTANTES LEGAIS

Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido para o3 Adolescentes e seus Pais ou Responsaves

Aq rasponsavel pela menor:

Voo est2 sendo convidado a2 participar dz pesquisz intitnlzdz “Prevaléncia de sobrepeso & obesidade em
adolescentes no Estado do Espirito Santo & sua sssociechko com alzumas variaveis da sindrome
metabolica™ O estuda coordenado pelos pesquisadorss Joel Alves Lamounisr, Valmin Ramas da %ilva, Janins
Persira dz Silva « Patricia Casamands Das de Almsidz, pretends avalizr o numero de adalsscentss {10 2 14
#nos) com sabrepeso 2 obesidade 2 0s riscos associzdos 2 obasidade. A sua participagdo consistz &m permitis
que o 21 filho s2jz pesado, medida, afeida 2 pressdo amerizl, coletzde 10 ml de sange &mum dos brgos 2
coletada 3 saliva Alam dissa, el responders 2 wm questioniio contenda persuntas referentss 3idads, sexa,
dzdos de doengas (individuzl 2 femilizr, dados sobrz 2 rendz femilizr, condipies de moradiz 2 poatica d
atividade fisica & conswmo slémentar O seu filho tambem devers ingerir 10 ml ds nm lquide chamada d= “2ena

peszds”, que sera eliminado na saliva e serviz pars indicer 3 quantidade de sorduss sxistants em sen compa

0 estudo & muite importants posque vai indicar o numero ds zdolescentes obests 2 com possivals complicagdes
coimo Zlteragio da press3o aterial, glicass, colesteral, triglicerides & outras. Estas informegfies serdo mteis nio

soMments para o sen filha, mas tambam para arisnta 03 sovemantss 1o plnsjaments dz s20de em nosso Estada.

A sua patticipago & mnito importants, mzs caso vocs decidz n3o participar, sen filho n3o perders nenhum dos
sens direitas na sscola As informagdes obidas ser3o mantidss em sigila, 2 2 divalmcio dos resnlbdos sera faita
dz modo 2 nonca identificz-lo. Voo ndo pams 2 ndo racehers nenhum r2ousso financeino para patticiparda
pesquisz As dovids ou esclarecimentos 3o prestados pels pesquisadorss (27-00363613) ou pelo Comits de
Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Mossa Senhorz dz Gloriz de Vitaria - ES (27-33255546)

TEEMODE CONSENTIMENTO LIVRE EESCLARECIDGD

Drepois de ter lido 2 entendida esie docnumenta, cuja copia &€ &m men poder, CONCORDO que o menor acizs
id=ntificado patticips dz pesquisa

Assinztusa do Responsivel: Diata:
Assinatngs do Menar: Dz
Aszinatrs (Pesguisadory: Dzt

Coordensdor ds Pesquisa: Vakrin Ramos da Silva - Av. M. 53 daPenha 2190, Santa Luziz - Vitdria S, CER:
218045402 Telefome: 27- 33433481

Comité de Etics em Pesquisa do Hospital Infant] Nossa Senbora da Gloria - Vitoria/ES: Alzmeda Mary
Ubirzizsz, 205, Szntz Luciz, Vitodz-ES. CEP: 20033-120 / Telefons: 27-33235544



ANEXO 4 CARTA DE ANUENCIA PARA DIRETORES DE ESCOLAS PUBLICAS
ESTADUAIS DA REGIAO METROPOLITANA DA GRANDE VITORIA (ES).

o EMESCAM
-

Witoria, de de
Prezado (a) Diretor (a),

Yook estd sendo convidado (a) a participar da pesguisa intiwlada *Prevaléncia de sobrepeso ¢ obesidade em
adolescentes no Estado do Espirito Santo ¢ sua associagho com algumas varidveis da sindrome metabflica™
O estudo coordenade pelos pesguisadores Joel Alves Lamounier (MG), Valmin Ramos da Silva (ES) e Janine
Pereira da Silva (ES), pretende avaliar o nimero de adolescentes (10 a 14 anos) com sobrepese e obesidade ¢ os
riscos associados 4 obesidade.

0 estudo  muito importante porgue vai indicar o nimero de adolescentes obesos e com possivens complicagdes
como alteragiio da pressio amerial, glicose, colesteral, triglicérides e cutras. Estas informagdes serio irteis nio
somente para os adolescentes avaliados, mas também para orientar os govemunigs no plangjamento da sande em
nosso Estadao,

A sua participagho consiste em permilic que o5 edolescentes matriculados nesta instituiglo de ensino, apds
wssinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos adolescentes ¢ seus pais ou representantes
legais, sejam pesados, medidos, aferida a pressio arterial, coletade 10 ml. de sanpue em um dos bragos e coletada
a saliva, Além disso, o adolescente respomderd a um questiondrio contendo perguntas referentes A idade, sexo,
dados de doengas (individual e familiary, dados wobre a renda familiar, condigdes de moradia e pririca de
arividade Fgica & consumo alimentar, O estudante também deverd ingerir 10 mL de um liquido chamado de “4gua

pesada™, que serd eliminado na saliva e servind para indicar a quantidade de gordura exislenle em seu corpo.

As informacdes obtidas serio mantidas em sigilo, & a divulgecio dos resultados serd feita de modo a nunca
identificar esta instituiclo de ensino & os participanies do estude, As dividas ou esclarecimentos serlo prestados
pelos pesquisadores (27-99363613) ou pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Infantil Mossu Senhora da
Gloria de Vitdria — ES (27-33255546), Sua participagio é muito importante, e por isso solicilamos sua autor
para realizagio da pesquisa nesta instiluigio, Agradecemos por sua atenido ¢ colaboragdo.
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Prof. Vth.i:Ll’-‘ih'l1ms da Silva I Klinger Marcos Barhosa Alves
‘*-a?ol'd:nar‘l_m da Pesquisa Secretirio Estadual de Educagie do Espirito Sanio
Vaimin Kamos da Silva.
Caordenader do Curse de Medicina
CRM-ES 3888
EMESCAM
AD DIRETOR DA ESCOLA
Diante do exposto, EU, __ , Diretor {u) da
Escola , afirmo receber ¢ compreender as

informagdes esclarecidas ¢ permito que esta pesquisa seja realizada nesta nstituico de ensing,




ANEXO 5 FORMULARIO PADRONIZADO PARA COLETA DOS DADOS DA
PESQUISA

FORMULARIO PARA COLETA DE DADOS CODE:

REC:

EEEFM: | Gerie:
Data da Colefa: I )

lome do Adolescante;

lome do Hesponzavel

|eletone de Contato;

Endereco:

Usta de Nascimento: ] | ‘ [dade: anos & Meses
Sexo.[,.)  F=Femming K= Masculing

Raga/Cor (Etnia): [ JBranca-1  jFrets-d ( )Pards-3 [ )Amsrels-4 { )Indigena-d

AVALIAGAQ ANTROPOMETRICA E CLINICA

Estatura [cm}; | Pezo (ko). FercentliClassTicagan CE:
M {kegimn®): Crrcunterencia do Fescaga (om):
z-scorefPercentil (NG FercentlClassTicagan CF.
Z-scorefPercenti /1. %Gordura Corporal™;
Circunterencia da Cintura (o) Classficacdn RGL:
PercentlCiassmcagan CL. ®Agus Compora’ [ Clezsficacdo A
Creunterencia do Brago {em): ez 80 nascer|g);
<+ *Gorura Corporal 8 Agua Corporal por Bloimpadancia Bienca Marta [ UM0eT
Variavel 1 4 - Valor Medio PercenfiliClassificagao
DET™ {rmm)
DESE™ [mm)
OCT" + DESE™ [mm)
PA Sistolica (mmHg)
FA Diastalica (mmiHg)

“DCT: Dobra Curanea Trcipiil; “DCSE: Dobra CUTEnea SyRastanuiar
Estadiamento Fuberal (5exo Masculina)

Volume Testicular [G) Pelos Pubianos (F)

T 6T T 16 1 6 [ 68 1 & | [JFT 1 /% [ I/ [ /% [ %

Estadiamento Puberal {5exo Feminino)
Mamas M) Pelos Pubianos (F)
RN [LJFT [ JF2 [ JF3 [ P8 [ )FS
Menarcs:[ Jam ([ jNao Uats Menarca (ano);




ANEXO 6 FORMULARIO PADRONIZADO PARA COLETA DOS DADOS DA
PESQUISA

DADOS SOBRE CONSUMO ALIMENTAR]

FI'El'I]IJEI'I'I-HH 08 CONBLImD
i For g POT 3amana
Allmantoa NUNCE U
1-"_" i Ja+ | 13 :EX] FEL Quans .
i) hi=riz] VEDEE | WEDES hi=ri ] Hunca Subtotal
Dbl W Ol S | T | &4 - 144 1d 28 k] g
Bl ou came 3z5313 (madio=100g) 5 100 150 11 25 3 ]
BsC00s (500) 2 7] 5 3 2 3] 0
5ok U 1orta (], taha= 50 q) 1 7] 5 3 B E i
L& Imagral ] copo=200 mi) 2 5 | 2 5 12 i i
-!T}.'I“gJE' T =T g T | = 5 g 12 X i
el (] Ea=50) ] 2 ) ) 5 7 [
".Ji'l'.i'g! QU IMang arina :.1,;,@;'1};‘ a = ﬁ 03 .1 13 @
Lngua U 5350 :,1 J'Ij&j‘."':"-};" - ﬁ 12 ."!_ ; @
TOTAL =
srniber i sobmmesas (4] Mamyss e coloma Subiokal o im0 omesponde & fequincia e se CORSEMO. Some & Columa de suniotel &
cioniim corn o botel ainabyo Tt 5 100 w Congumo ademmeo snim 401 = 115 = congumy slemio - 130 = Ccopmmmo Ercesely
DADOS SOBRE ATIIDADE FISICA EOUTROS
iﬁ'ﬂ&;hT!T 0o Dlaria ;'u'as]: Talavizdy N Computady: n ".-'-fl:_‘Jg-iT!: n
Rediza Alvidade Flekca [ ) 5m | (NE Tipade Alvidade Fleica
- TE =T
IER " =M '_: ] r ﬂ]ﬁ:a:;_mﬁ] [ EGE] | ]EF_"'TH."I-E. | Mexaal
:EEMM" =M 3"-.3-] 'E]J-'_"}Z-E:M-ja'a | :E-:_"'T-i."l-a. | ]T:_""E-E.
DADOS SOCIECONOMICOS
Hoeea da [iane
TEM (Guamtdads]
Poccs de Heno HED TEM Suitrotal #)
1 - 3 dous
TEEEEas am oas @ _1 ; ; A
(5 =S @ g ; ; g
mA00E AT comcew g g veiniz) @ _1 ; ; i
SIS (MRS comcew  bwheros oot ﬂ e -5 ] {
UGS ﬂ A : 3 ﬂ
ST e e i 3 : : :
'-.13-:|J EGERERED (AT o tanguinho] ﬂ g ; ; g
,\:,:H_ a.ﬁ'a g .- i g .-
Freeza— 4 % % % %
TOTAL;:
=130 08 NEtrugas o Chala de Familiz—
Grau de Inctrugda Famoc Bubriotad §#)
AATEE STmand MoanDED (88 3 wane T E] 1]
Primaria compiai ;-E'E £ Barla =J"I-11"|'E'T|E'_: .1
=nazial compisiTundamantal compisio i
:-:H; Al comipiiatdado complaio -
SUp Comgiat) ]
TUTAL,:
D comeww wodm awm pn o peomoma Tincr e mEoiin coonhenn, ETOTHGET Ul aobe & dmrmemamm TIncepecets o 2 pom ga
sy T P oA oo om ocecalen man mprimian 21 cEmn Sy Gul mEn conivisd como oo renca famie, 1 Maga maocsiom pasbeiel o ondmaen oo
I T e Some W s o Sulsfclhl s confine com oo ponien e o cEn ceemn (e Pwdrias o O = [woondmicy el 2001




