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RESUMO

CELORIA, Bruno Miguel Jorge. Associacao entre variantes do gene da adiponectina
(ADIPOQ): -11391 G/A, -11377 CI/G, 45T>G e 1164T e os niveis circulantes de adiponectina
de alto peso molecular e fatores de risco cardiometabolico. 2013. 117f. Tese (Doutorado em
Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013.

A adiponectina, um hormonio produzido pelo tecido adiposo, atua na regulacdo do
metabolismo energético e interfere favoravelmente na sensibilidade a insulina através de suas
acOes no figado e musculatura esquelética. Ao contréario da maioria das outras adipocitocinas,
associa-se inversamente com a obesidade visceral, resisténcia a insulina, diabetes tipo 2 e
doenca cardiovascular. Inimeros estudos demonstraram nos Ultimos anos os efeitos de
variantes genéticas no gene ADIPOQ sobre os niveis circulantes de adiponectina, resisténcia a
insulina, diabetes e obesidade. Entretanto, além de resultados contraditérios, a maior parte
desses estudos foi realizada em populacbes Caucasianas e Asiaticas.  Avaliar, em uma
populacdo multiétnica adulta do municipio do Rio de Janeiro, as possiveis associacbes das
variantes genéticas (-11391 G>A, -11377C>G, +45T>G e T517G) no gene ADIPOQ com o
fendtipo obeso, niveis circulantes de adiponectina de alto peso molecular e fatores de risco
cardiometabolico. Trata-se de um estudo transversal. Foram estudados 100 individuos
eutréficos (IMC 18,5 — 24,9 kg/m?, idade: 32,5 + 9,8 anos) e 100 obesos (IMC 30 — 58,2
kg/m?, idade 37,5 + 14,1 anos), igualmente divididos entre homens e mulheres. Os individuos
obesos apresentaram valores significativamente maiores de circunferéncia abdominal, pressdo
arterial sistolica, diastélica e média, glicemia de jejum, triglicerideos, LDL-colesterol, leptina,
insulina, HOMA-IR e proteina C reativa, quando comparados aos eutréficos. Contrariamente,
exibiram menores valores de adiponectina e HDL-colesterol. Andlises de correlacédo
mostraram relacdo inversa e significativa entre a adiponectina, circunferéncia abdominal,
insulina, HOMA-IR e pressdo arterial. Com os niveis de HDL-colesterol, a correlacdo foi
positiva. Por meio de analise de regressdo multipla foi possivel identificar os determinantes
dos niveis séricos de adiponecinta. Sexo masculino, circunferéncia abdominal, HOMA-IR e a
variante genética -11391G>A, foram os principais responsaveis por essa variagdo, com um R?
de 30%. Quanto a andlise genética, ndo encontramos nenhuma associacdo entre essas
variantes e o fendtipo obeso. Entretanto, os individuos carreadores do alelo mutante -11391A
apresentaram menores valores de glicemia, pressao arterial e relagdo cintura-quadril e maiores
concentragfes sanguineas de adiponectina, quando comparados aos individuos ditos
selvagens. Ademais, os carreadores do alelo mutante -11377G apresentaram menores valores
de pressao arterial sistolica, diastdlica e média. Os resultados do presente estudo demonstram
que niveis de adiponectina diferem entre eutroficos e obesos e que concentracdes mais baixas
dessa adipocitocina estdo associadas a um pior perfil cardiometabolico. Variantes no gene
ADIPOQ podem interferir nessa relagdo e alguns polimorfismos parecem ter um perfil
protetor no risco cardiovascular.

Palavras-chave: Obesidade. Adiponectina. Polimorfismo. Pressao arterial.



ABSTRACT

CELORIA, Bruno Miguel Jorge. Assotion between adiponectin polymorphism (ADIPOQ): -
11391 G/A, -11377 C/G, 45T>G e 1164 T and high molecular adiponectin levels and
cardiometabolic risk factors. 2013. 117f. Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e
Experimental) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2013.

A diponectin, a hormone produced by adipose tissue, acts regulating energy
metabolism and insulin sensitivity. Unlike other adipocytokines, adiponectin has an inverse
association with visceral obesity, insulin resistance, type 2 diabetes and cardiovascular
disease. Recently, many studies have been demonstrating the effects of genetic variants in
ADIPOQ gene on the circulating levels of adiponectin, blood pressure values, risk of non-
alcoholic steatohepatitis and type 2 diabetes, and the emergence of obese phenotype.
However, most of the results are controversial and have been related to studies conducted in
Caucasian and Asian populations. The aim of the present study was to evaluate, in a
multiethnic adult population of the metropolitan region of Rio de Janeiro, the possible effects
of the genetic variants (-11391 G>A, -11377C>G, +45T>G e T517G) in ADIPOQ gene on the
obese phenotype, circulating levels of adiponectin and high sensitivity and quantitative C-
reactive protein, and cardiometabolic risk factors. We evaluated 100 lean individuals (BMI
18,5 — 24,9 kg/m?, age: 32,5 + 9,8 years) and 100 obese individuals (BMI 30 — 58,2 kg/m?,
age 37,5 + 14,1 years), equally distributed men and women. The obese subjects showed high
levels of abdominal circunference, blood pressure, fasting glucose, triglycerides, LDL-
cholesterol, leptin, insulin, HOMA-IR and C-reactive protein, and exhibited lower levels of
HDL-cholesterol and adiponectin, when compared to euthrophic individuals. Correlation
analysis showed an inverse relationship between adiponectin and abdominal circumference,
insulin, HOMA-IR and blood pressure, and a positive correlation with HDL-cholesterol.
Stepwise regression analysis revealed that gender, abdominal circumference, HOMA-IR and
the -11391G>A polymorphism were independently related with adiponectin levels. Regarding
to the molecular analyses, no association was found between these variants and the obese
phenotype. However, the subjects carrying the -11391G>A polymorphism showed lower
values of waist to hip ratio, glucose and blood pressure, and higher levels of adiponectin,
when compared to wild subjects. Furthermore, the subjects carrying the -11377 C>G
polymorphism demonstrated lower levels of systolic, diastolic and mean blood pressure. The
results of our study have shown that adiponectin levels differ between lean and obese
individuals and that lower levels of this adipocytokine are associated with a worse
cardiometabolic profile. Genetic variants in ADIPOQ gene may interfere in this relationship.
We conclude that the polymorphisms -11391G>A and -11377 C>G may predict outcome of
cardiovascular risk.

Keywords: Obesity. Adiponectin. Polymorphism. Blood pressure.
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INTRODUCAO

Obesidade e sobrepeso: uma pandemia em curso

Nos ultimos anos, sobrepeso e obesidade atingiram proporcdes epidémicas ndo s6 em
paises hegemonicos como naqueles em desenvolvimento, refletindo as profundas
modificacGes nos habitos de vida observadas no Gltimo século e caracterizadas por aumento
na ingestdo calorica e reducdo progressiva da atividade fisica. Estudos epidemiolégicos tém
apontado que o sobrepeso e a obesidade se associam a maior prevaléncia de diabetes mellitus
tipo 2 (Maggio e Pi-Sunyer, 1997), hipertensdo arterial (HAS) (De Simone et al., 2005), disli-
pidemia (St-Pierre et al., 2005), hipertrofia ventricular esquerda (De Simone et al., 2005),
apneia obstrutiva do sono (Jubber, 2004), esteatohepatite ndo alcodlica (Luyckx et al., 2005) e
disfuncdo renal (El-Atat et al., 2004). Esse quadro trouxe como consequéncia um maior
numero de desfechos primarios atribuidos as doencas cardiovasculares, nelas incluidos infarto
agudo do miocérdio, acidentes vasculoencefalicos, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia renal
terminal (Kenchaiah et al., 2002; Meigs et al., 2006; Praga, 2002; Yusuf et al., 2005).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que mais de um bilhdo de pessoas no
mundo estejam acima do peso e que aproximadamente 300 milhGes sejam obesas,
representando um aumento de 50% ao que havia sido registrado em 1995 (Silventoinen et al.,
2004). Essas informacdes sdo do projeto MONICA da OMS, que possui um dos bancos
de dados mais completos sobre prevaléncia de obesidade, ao nivel global. Nesse
estudo, demonstrou-se que na maioria das populacdes analisadas, 50-75% dos
individuos tinham sobrepeso ou obesidade e exibiam um risco maior de doencas
associadas ao excesso de peso. No mesmo estudo, estimou-se que a emergéncia de
novos casos de diabetes mellitus tipo 2 poderia ter sido evitada, em 64% dos homens e
77% das mulheres, caso ndo apresentassem indice de massa corporal (IMC) maior ou
igual a 25 (Silventoinen et al., 2004; Who Monica Project, 1988).
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Prevaléncia da obesidade no Brasil e em outros paises

O Brasil, nos ultimos 35 anos, passou por importante transformacdo - completou a
transicdo de pais rural para sociedade urbana e industrial, deixando para tras indices
desalentadores de mortalidade infantil e analfabetismo. A partir dos anos 90, o efetivo
controle da inflagdo consolidou um aumento substancial da renda da populacao que se refletiu
em significativa reducdo das taxas de desnutricdo. Atualmente, segundo dados divulgados
pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), o déficit de peso (desnutricao)
atinge menos de 5% da populagéo brasileira. Em contrapartida, segundo essa mesma fonte, a
obesidade e o0 sobrepeso atingiram indices nunca antes registrados (IBGE, 2010a).

A Pesquisa de Orcamento Familiar (POF 2008-2009) (Figura 1), mostrou que em
todas as regides do pais e em todas as faixas etarias e de renda houve um aumento continuo e
substancial do percentual de individuos com excesso de peso. O sobrepeso atingiu mais de
30% das criancas entre 5 e 9 anos de idade, 20% da populacédo entre 10 e 19 anos, e 48% das
mulheres e 50,1% dos homens acima de 20 anos. Entre os 20% mais ricos, 0 excesso de peso
chegou a 61,8% na populacdo de mais de 20 anos. Também nesse grupo concentrou-se 0
maior percentual de obesos, 16,9% (IBGE, 2010b).

O Ministério da Saude do Brasil, através do programa Vigilancia de Fatores de Risco e
Protecdo para Doencas Crénicas por Inquérito Telefénico (VIGITEL), vem monitorando,
desde 2006, a prevaléncia de diversas caracteristicas clinicas da populacdo brasileira. Os
dados mais recentes, referentes ao ano de 2011, corroboram o que foi publicado pelo POF.
Segundo o VIGITEL, a frequéncia do sobrepeso foi de 48,5%, sendo maior em homens
(52,6%) do que em mulheres (44,7%). Em ambos os sexos, a frequéncia dessa condicao tende
a aumentar com a idade. Nesse contexto, é interessante notar que a prevaléncia de sobrepeso
quase dobra quando comparamos a faixa etaria mais velha (45-54 anos) com a mais nova (18-
24 anos): 58,7% vs 27,3%, respectivamente (Brasil, 2012).

Agora, quando se analisam os dados sobre prevaléncia de obesidade propriamente
dita, segundo o VIGITEL, os resultados continuam sendo alarmantes — 15,8% dos brasileiros
adultos s&o obesos, confirmando a pesquisa realizada pelo POF. A semelhanca do que ocorre
com o sobrepeso, também existe um aumento significativo na prevaléncia da obesidade na
populacéo mais velha (45 a 54 anos), quando se compara com a populacdo mais nova (18 a 24
anos): 21,7% vs 6,6%, respectivamente (Brasil, 2012). Quando se analisa as capitais do pais,

observamos uma distribuicdo diferente na prevaléncia da obesidade em relacdo a populacdo
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masculina e feminina. As maiores frequéncias de obesidade foram observadas, no caso de
homens, em Macapa (24,2%), Natal (23,5%) e Manaus (20,2%); e, no caso de mulheres, em
Porto Alegre (21,5%), Maceio (18,9%) e Macapa (18,6%) (Figuras 2 e 3).

Figura 1 - Prevaléncia de déficit de peso, excesso de peso e obesidade na populacdo com 20
ou mais anos de idade, por sexo — Brasil — Periodos 1974-1985, 1989, 2002-2003
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Fonte: IBGE, 2011.

Nos Estados Unidos, a obesidade é importante problema de salude publica que
vem progredindo nos ultimos 40 anos. Dados que avaliam a prevaléncia de obesidade
em todos os estados americanos se baseiam em comparacdes entre 4 grandes estudos
populacionais - o The National Health Education Standards | (NHES) (1960-1962) e os
The National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES | 1971-1974, 11 1976-
1980 e Il 1988-1994) (Flegal et al., 1998). Embora a prevaléncia de obesidade
mostrasse leve aumento ao longo dos trés primeiros estudos, esse aumento foi muito
maior nas duas Ultimas pesquisas. Assim, aproximadamente 65% dos individuos
adultos estdo acima do peso, dos quais 30,5% sdo obesos (Flegal et al., 2002). Dados
mais recentes, coletados durante os anos 2009 e 2010, pelo mesmo grupo de
pesquisadores, demonstraram que 35,5% dos homens e 35,8% das mulheres foram
considerados obesos. Embora ndo houvesse diferenca significativa quanto a
prevaléncia de obesidade em comparagdo ao inquérito anterior (2002), na populacéo

obesa, houve um expressivo aumento de obesos grau Il e I1l (Flegal et al., 2012).
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Figura 2 - Percentual de homens (> 18 anos) com obesidade (IMC > 30 kg/m?), segundo as
capitais dos estados brasileiros e Distrito Federal
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Fonte: Adaptado de BRASIL, 2012.

No continente europeu, segundo a International Association for the Study of
Obesity (IASO, 2013), observa-se a mesma tendéncia, estimando-se que a prevaléncia de
obesidade, nos dias atuais, esteja em 10 a 20% entre homens e 10 a 25% entre as
mulheres. Na Inglaterra, dados mais recentes, obtidos pelo The Health Survey for
England estimam que aproximadamente 20% dos homens e 25% das mulheres séo
obesos (IASO, 2013). Nesse mesmo pais, estudos epidemiolégicos projetam, para
2030, uma populacdo de obesos proxima a 11 milhfes de individuos (Wang et al.,
2011). Na Itdlia, dados mais antigos, de 1998, apontavam que aproximadamente 20% da
populacdo masculina e feminina era considerada obesa (IASO, 2013). Ja na Espanha, de
acordo com o Ultimo censo epidemiolégico, 25% das mulheres e 21% dos homens sdo obesos
(Gutierrez-Fisac et al., 2012). Nos paises baixos, observa-se menor prevaléncia da obesidade.
Na Holanda e Bélgica, a obesidade acomete menos de 10% da populagdo (Duvigneaud
et al., 2006; Visscher et al., 2006).
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Recentemente, foram publicados os resultados do Global Burden Death. Os
mesmos confirmam que a obesidade € a quarta mais importante causa de morte em

todo o mundo, superando, inclusive, a desnutricdo (Lozano et al., 2012).

Figura 3 - Percentual de mulheres (> 18 anos) com obesidade (IMC > 30 kg/m?), segundo as
capitais dos estados brasileiros e Distrito Federal
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Fonte: Adaptado de BRASIL, 2012.

Indices antropomeétricos validados para avaliar o fenétipo obeso

Diversos indices antropométricos sao utilizados para avaliacdo da obesidade. O
mais comum, é a determinacdo do Indice de Massa Corporal (IMC) que é calculado
dividindo-se o peso (em quilogramas) pelo quadrado da altura (em metros). A OMS
define clinicamente a obesidade diante de um IMC > 30,0 kg/m? e, de acordo com o

IMC, classifica os individuos em umas das 5 categorias: IMC 18,5 a 24,9, eutroficos;
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25 a 29,9, sobrepeso; 30 a 34,9, obeso grau I, 35 a 39,9, obeso grau Il e > 40, obeso
grau Il (OMS, 1997).

A obesidade nédo se define apenas pelo aumento da massa corporal. Outros
critérios utilizam indices que levam em conta a distribuicdo regional da gordura
corporal (Mancini, 2001). A determinacdo da relacdo cintura/quadril (RCQ) €
amplamente utilizada para mensurar a distribuicdo regional de tecido adiposo, uma vez
que pode estabelecer se a obesidade € central ou periférica. Uma RCQ maior que 1,0
em homens e 0,85 em mulheres indica acimulo de gordura abdominal (Han et al.,
1997).

Quando se utiliza a circunferéncia abdominal como indicador de gordura
abdominal - mensurada no ponto médio entre a crista iliaca e o ultimo arco costal -
circunferéncias acima de 94 cm em homens e 80 cm em mulheres indicam IMC
superior a 25 kg/m? (Han et al., 1996). A circunferéncia da cintura é uma medida
simples, que ndo esta associada a estatura e estima a massa adiposa intra-abdominal,
correlacionando-se significativamente com a mensuragdo da gordura visceral feita em
multiplos cortes pela tomografia computadorizada e ressonancia nuclear magnética
(Liu et al., 2003; Ross et al., 1992). Segundo o International Diabetes Federation (IDF),
o risco cardiovascular aumenta, de modo continuo, em proporcéo a cintura abdominal.
Para a IDF, os pontos de corte que definem excesso de adiposidade abdominal,
avaliada pela mensuracéo da cintura abdominal, varia de acordo com as etnias (Quadro
1) - (Albert et al., 2005). Embora essa classificacdo apresente limitacbes — no Brasil
nao dispomos de nenhum inquérito validado em nivel nacional e que expresse
consistentemente esses valores para nossa populacdo. A classificacdo da IDF é hoje
amplamente utilizada em estudos clinicos e epidemioldgicos.

O diametro sagital abdominal, determinado ao nivel da crista iliaca, na altura das
vertebras L4-L5 é, também, um indice antropométrico robusto para avaliacdo da
adiposidade abdominal. Em uma populacdo brasileira, Roriz e colaboradores mostraram
correlacdo positiva e altamente significativa entre o didmetro sagital abdominal e a gordura
visceral quando se utilizou tomografia computadorizada abdominal (Roriz et al., 2011). No
Paris Prospective Study, o aumento do diametro sagital do abdémen foi importante fator de
risco de morte subita, independentemente do IMC (Empana et al., 2004). Kahn et al. (1996)
também demonstraram robusta associacdo positiva entre o didmetro sagital abdominal e
doenga arterial coronariana. No Health 2000 Study, em coorte com mais de cinco mil

individuos, acompanhados durante 8 anos, foi demonstrado que aqueles com maior diametro


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liu%20KH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14513076
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sagital abdominal possuiam maior risco de incidéncia de diabetes (RR = 14,7 IC: 6,89 — 31,2)
(Pajunen et al., 2013).

Quadro 1 - Valores de cintura abdominal que correspondem ao aumento do risco
cardiovascular

Grupo Etnico Circunferéncia de cintura
Caucasianos (Para os norte americanos, Masculino >94 cm
recomenda-se usar o critério ATP 111: 102
cm para homens e 88 cm para mulheres Feminino >80cm
Sul da Asia (baseado na populacio malaia Masculino >90cm
e indiana) Feminino >80 cm
Chineses Masculino >90 cm
Feminino >80cm
Japoneses Masculino >90 cm
Feminino >80cm
América do Sul e América Central Utilizar os valores referentes ao sul da Asia

enguanto dados mais especificos nao
estiverem disponiveis

Africa Sub-Saariana Utilizar os valores referentes aos caucasianos
enquanto dados mais especificos ndo
estiverem disponiveis

Mediterraneo oriental e Oriente médio Utilizar os valores referentes aos caucasianos
(arébe) enquanto dados mais especificos ndo
estiverem disponiveis

Fonte: Alberti et al., 2005.

indices antropométricos e risco cardiovascular

Os indices antropométricos tém sido extensamente utilizados em estudos
epidemioldgicos que avaliam sua associacdo e de outros fatores de risco cardiometabolico
com desfechos primarios e substitutos de doenca cardiovascular. Uma subanalise do estudo
Heart Outcomes Prevention Evaluation (HOPE) revelou que o IMC, per se, ndo era um fator
de risco de doenca cardiovascular apds os ajustes para 0s outros fatores de risco usuais e para
a propria obesidade abdominal. Em contrapartida, a circunferéncia abdominal e a relacdo
cintura/quadril (RCQ) foram fatores preditivos de doenca cardiovascular (Dagenais et al.,
2005).

Na coorte do Health Professionals Follow Up Study, a circunferéncia abdominal foi,

igualmente, um melhor preditor de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 que o IMC,
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além de discriminar os subgrupos de maior risco dentro dos diversos extratos de IMC (Wang
et al., 2005).

O INTERHEART, estudo multicéntrico, internacional, realizado em 52 paises,
inclusive no Brasil, e que avaliou mais de 27000 pacientes de diversas etnias, mostrou uma
associacdo altamente significativa entre a relagdo cintura/quadril e a cintura abdominal com
episodios de infarto agudo do miocardio, mesmo ap0s ajustes para outros fatores de risco. Em
contrapartida, o IMC mostrou associacdo modesta que desapareceu apos os ajustes (Yusuf et
al., 2005).

Meétodos de imagem na avaliacdo da adiposidade visceral

A tomografia computadorizada e a ressonancia nuclear magnetica vém sendo utizadas
em varios estudos como métodos de avaliacdo da adiposidade visceral (Ross et al., 1992;
Sjostrom, 1991), correlacionando-se com o0s principais fatores de risco
cardiometabolico, como diabetes mellitus tipo 2 e sindrome metabdlica (Serrano et al.,
2012; Valsamakis et al., 2004). Ambos os métodos permitem a mensura¢do, com precisao,
da superficie da massa adiposa em diversos sitios anatdmicos do abdome, incluindo a
parede abdominal e os distintos constituintes da gordura intrabdominal. Tém menor
margem de erro do que os indices antropométricos tradicionais, embora possuam
algumas desvantagens atribuidas ao seu maior custo e disponibilidade ainda limitada

€m nosso meio.

Obesidade como estado pro-inflamatério

Um novo paradigma vem sendo amplamente estudado e pesquisado na ultima década:
a caracterizacdo da obesidade como estado pro-inflamatério. Os adipOcitos viscerais
expressam e secretam inumeras adipocitocinas, tais como TNF-a (tumor necrosis factor-
a), interleucina-6 (IL-6), leptina, PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) e resistina,
que promovem diminui¢do da sensibilidade a insulina no figado e musculo esquelético,

contribuindo, assim. para resisténcia a este hormoénio (Formiguera e Canton, 2004). Na


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sj%C3%B6str%C3%B6m%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1794934
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altima década, indmeros trabalhos tém procurado demonstrar a relagdo entre
obesidade, incidéncia de neoplasias e doencgas pulmonares (Lumeng e Saltiel, 2011). A
maior parte desses estudos mostrou relacdo entre o excesso de nutrientes consumidos e
alteracGes no complexo mecanismo celular e molecular do tecido adiposo (Hotamisligil,
2006). Esse processo poderia desencadear ativagdo cronica e lenta do sistema
imunoldgico e de reagdes inflamatdrias, estabelecendo, assim, um link entre obesidade
e inflamacéo (Hotamisligil, 2006).

Vérias linhas de evidéncias apontam que os acidos graxos livres, ao atuarem em
receptores identificados no tecido adiposo, figado e sistema nervoso central (hipotadlamo),
promovem um desequilibrio no balan¢o homeostatico do organismo (Lumeng e Saltiel, 2011).
Além disso, macrofagos do proprio tecido adiposo atuam como um verdadeiro sistema
imunoldgico (Lumeng e Saltiel, 2011). Esse sistema, quando ativado - seja por endotoxinas,
interferon-y ou via receptor PPAR- y contribui para o acumulo lipidico no préprio tecido
adiposo (Lumeng e Saltiel, 2011) (Figura 4).

Figura 4 - Mediadores celulares, obesidade e inflamacao

Eutroficos com funcio
metabolica normal

Obesos com moderada
disfuncio metaholica

Obesos com grave
disfuncdo metabolica

» Inflamagdo (-)
» Controle do metabolismo (+)
» Fungio vacular (+)

» Inflamagio (+)
» Controle do metabolismo (-)
» Fungio vacular (+)

» Inflamagdo (+)
» Controle do metabolismo (-)
» Fungio vacular (-)

Macrofagos M2 §

Vaso sanguineo

Adipocina anti-inflamatoria:
Adiponectina

Necrose | /

Adipocinas pro-inflamatorias:

Leptina IL-10
Resistina TNF-a
IL-6

Nota: Efeitos relacionados a obesidade que acarretam extenso processo inflamatdrio caracterizado pela liberacéo
de citocinas, ativagdo de macrofagos e linfécitos e que acabam levando a disfungdo metabdlica, endotelial
e vascular. Cel T: células T, IL-6: interleucina-6, IL-10: interleucina-10, TNF-a: fator de necrose tumoral-
a.

Fonte: Adaptado de Ouchi et al., 2011.
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O ganho de peso se associa a ativacdo de citocinas pro-inflamatorias, como PCRt
(proteina C reativa ultrassensivel), IL-6 (Pradhan et al., 2001), TNF-a (Hotamisligil et al.,
1993) e promove ativacao de células mononucleares (Ghanim et al., 2004). Em contrapartida,
a perda de peso reduz a expressao de fatores inflamatorios (Ziccardi et al., 2002). Além disso,
a presenca de marcadores inflamatorios guarda estreita correlagdo com a emergéncia de
diabetes mellitus tipo 2 (Pradhan et al., 2001) e doenca cardiovascular (Ridker et al., 2003).

A localizacdo do tecido adiposo tem importante relacdo com a expressdo desses
fatores inflamatdrios. Em pacientes com diabetes mellitus tipo 2, os niveis séricos de TNF-a.
correlacionam-se com o volume da adiposidade visceral mensurado pela tomografia
computadorizada; seus valores diminuem significativamente com a reducdo da massa adiposa
(Katsuki et al., 1998). Contudo, a lipoaspiracdo da parede abdominal realizada em grandes
obesos ndo alterou a sensibilidade a insulina e os niveis séricos de PCRt, TNF-a, IL-6 ou
adiponectina (Klein et al., 2004). Esses dados apontam que diferengas regionais na producgéo
desses fatores existem.

Mecanismos associados a obesidade que levam a disfuncdo metabdlica e

hemodinamica

Evidencias epidemioldgicas sobre a associacdo entre obesidade e diabetes mellitus tipo
2

A obesidade é considerada como fator de risco independente de diabetes
mellitus tipo 2. Dados do The National Health and Nutrition Examination Survey
(NHANES) mostram que 13,6% dos 21205 individuos estudados eram diabéticos. Desses,
80,3% tinham sobrepeso e 49,1% eram obesos (Nguyen et al., 2011). O mesmo trabalho
mostrou que a prevaléncia de diabetes aumentava mais de 5 vezes quando se comparou 0S
individuos eutroficos com obesos grau 111 (8% vs 43%, respectivamente).

Resultados do Dallas Heart Study, apontam que a adiposidade visceral, determinada
pela ressonancia nuclear magnética associou-se a maior incidéncia de diabetes (OR: 2.4; IC,
1.6-3.7). Nesse estudo, foram avaliados 732 individuos obesos, com um follow-up de 8 anos
(Neeland et al., 2012).
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Huerta et al. (2013), em estudo de coorte com 37.773 individuos saudaveis,
acompanhados durante um periodo médio de 12 anos, registraram que a presenca de
obesidade, em especial a obesidade central, aumentava de forma expressiva 0 risco
acumulado de incidéncia de diabetes (Figura 5).

Figura 5 - Curvas (hazard ratio) demonstrando o risco acumulado de incidéncia de
diabetes em individuos obesos e eutréficos, com e sem adiposidade central
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Nota: Nota-se que individuos obesos com adiposidade central apresentaram maior risco acumulado de
diabetes tipo 2.

Fonte: Adaptado de Huerta et al., 2013.

Um maior risco de incidéncia de diabetes tipo 2 e hipertensdo arterial, mesmo
em eutroficos, foi registrado com a elevacdo do IMC. Dados do Nurses' Health Study
mostram um aumento no risco de hipertensdo e principalmente de diabetes tipo 2 quando o
IMC variou de 21 para 24,9 Kg/m? (Willett et al., 1999) (Figura 6).
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Figura 6 - Aumento no IMC correlaciona-se com aumento no risco de diabetes e
demais condic¢Bes clinicas relacionadas com obesidade, mesmo nos
individuos considerados eutroficos

Diabetes tipo 2

6 /
g Hipertensio
) __.—Colelitiase
2
=)
Q
&
o 2=

Doenca coronariana
0

T 1T 1 ° © 7T 7 T "I

=21 23 25 27 29
Indice de Massa Corporal (Kg/m?)

Fonte: Adaptado de Willett et al., 1999.

Principais mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na resisténcia a insulina,

intolerancia a glicose e diabetes mellitus tipo 2, em obesos

Os adipécitos sdo células que em condi¢Bes usuais respondem prontamente as
acOes metabdlicas da insulina. A insulina promove a diferenciacdo dos pré-adipocitos
em adipdcitos, estimula a lipogénese e inibe a lipolise (Kahn e Flier, 2000). A
resisténcia a insulina € definida como condi¢do em que 0 horménio ndo promove de
modo eficiente a utilizacdo da glicose pelas células, através de inUmeros mecanismos
que envolvem desde alteracdes do receptor de insulina e seu substrato, como até o
comprometimento da sinalizagdo intracelular do horménio e de sistemas
transportadores de glicose no interior das células (Kim et al., 1996).

Em condi¢Ges normais, parte da glicose circulante € captada e utilizada por
tecidos dependentes de insulina, tais como o tecido muscular esquelético e o tecido
adiposo. Desequilibrios eventuais na captacdo da glicose ao nivel periférico podem

levar a intolerancia a glicose ou mesmo ao diabetes tipo 2 (Kahn e Flier, 2000).
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A obesidade, especialmente a visceral, se correlaciona diretamente com a
resisténcia a insulina (Odegaard e Chawla, 2013). Os adipdcitos viscerais sdo mais
volumosos, quando comparados aos adipécitos de outros depositos de adiposidade,
contém propor¢ao maior de particulas de gordura e sdo mais prontamente mobilizados
diante de um estimulo lipolitico (Odegaard e Chawla, 2013). Em consequéncia, ocorre
maior liberacdo de acidos graxos livres (AGL) no plasma, especialmente na circulacdo
portal. A liberacdo de AGL pode implicar em importante resisténcia a insulina, tendo
em vista que os mesmos modulam perifericamente a disponibilidade de glicose (Kim et
al., 1996). Parte desses AGL diminui a captacdo de glicose induzida pela insulina,
principalmente no figado e na musculatura esquelética, o que favorece a elevacdo dos
niveis glicémicos, que por sua vez estimulam maior secrecdo de insulina pelas células
B-pancreaticas e, consequentemente, hiperinsulinemia. Além disso, AGL séao
transportados para 0 meio intra-hepatico, reduzindo o clearance hepatico de insulina
(Formiguera e Canton, 2004).

Ao nivel celular e subcelular, os mecanismos envolvidos na resisténcia a
insulina ainda ndo sdo plenamente conhecidos. Contudo, estad bem demonstrada qua a
exposicdo cronica ao excesso de nutrientes pode levar a desregulacdo da modulacao
metabolica, com deslocamento desses nutrientes para tecidos, como a musculatura
esquelética, mal adaptados a maior oferta de substratos. A persisténcia desse quadro acabaria
por resultar em importante disfuncéo celular (Samuel e Shulman, 2012).

Primeiramente, o receptor de insulina passaria a ser fosforilado em serina, o que
atenua a transmissd@o do sinal pela diminuicdo da capacidade do receptor em se fosforilar em
tirosina ap6s estimulo com insulina (Hotamisligil et al., 1996). FosforilacGes inibitorias
causariam um efeito de retroalimentag@o negativo na cascata de sinalizacdo da insulina, o que
resulta em resisténcia a insulina (Carvalheira et al., 2003). Ademais, a resisténcia a insulina
induzida pela obesidade poderia também ser decorrente da ativacdo sequencial da proteina
quinase C (PKC), da quinase inibidora do fator nuclear kp (IKKp, inhibitor of nuclear fator
kB kinase B) e da Jun N-terminal kinases (JNK), potentes vias inibidoras da sinalizacdo da
insulina (Odegaard e Chawla, 2013; Yuan et al., 2001). Além disso, a ativacdo da JNK e
IKKpB estimularia a formacdo de citocinas inflamatorias que ativariam, ainda mais, a
JNK/IKK@, de modo autdcrino e paracino, acentuando a resisténcia a insulina. Em modelos
animais de obesidade cujo gene da JNK1 foi nocauteado, observa-se reducdo da massa

adiposa e aumento da sensibilidade a insulina (Hirosumi et al., 2002 ).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Odegaard%20JI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23307735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chawla%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23307735
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Odegaard%20JI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23307735
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Proteinas fosfatases de tirosina, que catalisam a rapida desfosforilacdo do receptor de
insulina e de seus substratos, podem também atenuar as a¢fes da insulina. Dentre as proteinas
fosfatases de tirosina, destaca-se a protein tyrosine phosphatase-1B (PTP1B). Camundongos
nocauteados para o gene da PTP1B exibem maior fosforilagdo em tirosina do receptor de
insulina e das proteinas IRS no musculo, explicando sua maior sensibilidade & insulina e
resisténcia a obesidade induzida por dieta (Elchebly et al., 1999; Zecchin et al., 2004).

Todo esse processo desempenha um papel central na persisténcia do estado de
resisténcia a insulina (Chawla et al., 2011), além de gerar um estado de inflamacéo crénica,
de baixo grau, conhecida como “meta-inflamagao” (Medzhitov, 2008; Odegaard e Chawla,
2013).

Obesidade, infeccdo e resistencia a insulina

Outro mecanismo recentemente proposto para explicar a resisténcia a insulina envolve
a populagéo bacteriana do intestino humano (Caricilli e Saad, 2013). Estudos experimentais
em camundongos demonstraram que bactérias do filo Firmicutes sdo fundamentais para gerar
um processo inflamatério nos adipdcitos, culminando com um ganho de peso anormal
(Caricilli et al., 2011). Essas bactérias parecem facilitar facilitar a passagem pelas paredes
intestinais de moléculas de LPS (lipossacarideos), que funcionam como verdadeiros
mediadores bioquimicos de um complexo processo inflamatdrio, com ativacdo subsequente
do sistema imunolégico e que gera inflamacdo subclinica e assintomatica, tipica de pacientes
obesos.

Uma proteina da familia dos receptores celulares toll-like (TLR, toll-like receptors) é a
protagonista desse mecanismo. O TLR-4 funcionaria como um receptor de moléculas
estranhas ao organismo. As LPS produzidas pelas bactérias intestinais acionariam o TLR-4,
gue € um dos mais estudados, ativando proteinas que alterariam os receptores de insulina. Em
2007, demonstrou-se que camundongos mutantes, em que o TLR-4 ndo é funcional, ndo
engordavam e nem desenvolviam resisténcia a insulina quando submetidos a dieta rica em

gordura (Tsukumo et al., 2007).
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Leptina

A descoberta da leptina, em 1994, demonstrou que as células adiposas
participam ativamente no controle da homeostase energética e do apetite, por meio de
seus efeitos no sistema nervoso simpatico (SNS) (Rumantir et al., 1999; Zhang et al.,
1994). A leptina € sintetizada e secretada pelo tecido adiposo e, em escala menor, pela
medula éssea, placenta e estbmago. A leptina € um horménio peptidico formado por
167 aminoécidos, transcrito a partir do gene ob, que foi originalmente clonado em
camundongos. A mutacdo desse gene, ou sua deficiéncia, acarreta obesidade severa e
diabetes tipo Il nesses animais. O gene da leptina humana esta localizado no
cromossomo 70931 e seu DNA tem mais de 15.000 pares de bases (Zhang et al., 1994).

As concentracdes de leptina sd@o proporcionais ao volume de células adiposas e
se elevam com o aumento da gordura corporal (Considine et al., 1996). Um aspecto
interessante com relacdo a leptina € que sua producao difere entre os adipdcitos. Sabe-
se, que a producdo de leptina é maior no tecido adiposo subcutaneo do que no tecido
visceral (Considine et al., 2000; Leibel, 2002).

Os receptores hipotalamicos de leptina (LEPR) apresentam o0s dominios
citoplasmético e transmembrana, associados a tirosina Janus kinase (JAK), proteina
que apresenta intensa afinidade por receptores de citocinas. A leptina se liga ao
receptor ativando a JAK, que entdo fosforila o proprio receptor, bem como proteinas de
sinal de transducdo e transcricdo (signal transducers and activators of transcription
STAT), que se translocam para o nucleo para iniciar a transcricao e ativar a expressao
de genes dependentes da leptina. Por outro lado, uma variedade de processos contribuem
para a atenuagdo da sinalizagdo do receptor LEPR, principalmente a inibi¢ao por “feedback”
gue ocorre com o acumulo de suppressor of cytokine signaling 3 (SOCS3), promovido pelo
STAT3 (Myers et al., 2010).

A leptina reduz o apetite através da inibicdo da liberacdo de neuropeptideos
relacionados ao apetite, como o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo relacionado a
proteina Agouti (AGRP), que sdo peptideos orexigenos (Friedman, 2002). Atua,
também, por intermédio de maior expressdo e liberacdo de neuropeptideos
anorexigenos, como 0 hormoénio estimulante de melanocito (a-MSH), o horménio

liberador de corticotropina (CRH) e substancias sintetizadas em resposta a anfetamina,
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no sistema nervoso central. Assim, altos niveis de leptina reduzem a ingestao alimentar
enquanto baixos niveis induzem aumento do apetite (Bjorbaek et al., 2004) - (Figura 7).

Na maioria dos casos de obesidade humana, porém, os niveis de leptina persitem
elevados (Considine e Caro, 1996). Nesses individuos ndo se observa resposta adequada as
acbes do hormdnio, caracterizando um estado de relativa resisténcia a leptina (Considine et
al., 1996), a semelhanca do que ocorre com a resisténcia a insulina no diabetes mellitus tipo 2.

Os mecanismos que levam a resisténcia a leptina, ainda ndo foram totalmente
elucidados. O aumento dos niveis da proteina SOCS3 (Myers et al., 2010) ja demonstrado em
obesos poderia, a0 menos em parte, explicar essa resisténcia. Os endocanabinoides,
substancias derivadas de uma familia de &cidos graxos poli-insaturados que atuam como
ligantes enddgenos dos receptores CB1 e CB2 presentes no sistema nervoso e nos 6rgaos
periféricos (Francischetti e De Abreu, 2006; Martin et al., 1999), também parecem estar
implicados no mecanismo de resisténcia a leptina. Em sua participacdo na regulacdo da
ingestdo alimentar, o sistema endocanabinoide inibe os impulsos anorexigenos da via da 4-
melanocortina e tem acdo orexigena pela sensibilizacdo de receptores de orexina-1. A
demonstracdo de que os endocanabinoides no hipotdlamo podem ativar tonicamente o0s
receptores CB1 para manter a ingestdo alimentar, e que esses circuitos neurais estdo sob
controle negativo pela leptina, sugere uma estreita relacdo do sistema endocanabinoide com o
sistema de regulagéo alimentar efetuado pela leptina (Di Marzo et al., 2001).

Leptina, modulagédo da presséo arterial e hipertenséo arterial

Estimativas de risco do Framingham Heart Study, sugerem que 78% dos casos
de hipertensdo em homens e 65% em mulheres podem ser diretamente atribuidos a
obesidade (Hubert et al., 1983). Outros estudos (Lotufo et al., 2000) também
confirmam a obesidade como causa relevante de hipertensdo, mostrando que o
aumento do peso eleva a pressao arterial, enquanto sua reducdo diminui os niveis
tensionais, mesmo em situacdes em que a ingestdo de soédio ndo esta sob controle.
Ademais, foi demonstrado que a perda de peso invariavelmente reduz a pressdo
também nos obesos normotensos (Goldstein, 1992).

A leptina tem importantes implicagbes na modulagdo da pressdo arterial e nos

mecanismos que levam a hipertensdo arterial (Hall et al., 2001). A leptina age diretamente no
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rim, aumentando a excrecdo renal de sodio e a producdo de oxido nitrico, 0 que pode resultar
em queda dos niveis pressoricos (Fernandez-Sanchez et al., 2011). Por outro lado, a leptina
aumenta o ténus simpatico renal, nas adrenais e coracdo, o que pode elevar a pressao arterial
(Dunbar e Lu, 1999). Estudos experimentais mostram que infusdes de leptina, a curto prazo
sdo natriuréticas; contudo, durante infusdes prolongadas de leptina, um balango de sédio
positivo pode resultar devido a reducdo no fluxo sanguineo renal e aumento da resisténcia
vascular renal (Villarreal et al., 2006).

A leptina também desempenha importante papel na termogénese pela ativacdo
do SNS através dos receptores adrenérgicos 3, que resulta na dissipagdo de parte de
energia fornecida pela ingestao alimentar (Beltowski, 2006). A dissipacdo desta energia
é feita mediante a ativagdo de proteinas desacopladoras (UCPs, uncoupling protein)
localizadas na membrana mitocondrial, cuja expressao esta associada ao estimulo de
receptores B3 que, por sua vez, intervém nos mecanismos de sinalizacdo da leptina
(Fruhbeck, 2006). Essa acdo da leptina no sistema nervoso simpatico poderia, em parte,
explicar seus efeitos na modulacdo da pressdo arterial. A leptina desencadearia um
processo de vasoconstriccdo periférica, aumentando os niveis pressoricos sistémicos,
particularmente em situacdes de resisténcia as suas a¢gbes, como na obesidade, em que

ocorre elevacdo dos niveis circulantes de leptina (Mark et al., 2002) - (Figura 7).
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Figura 7 - Mecanismos de acao da leptina no sistema nervoso central levando, por um lado, a
reducdo do apetite e por outro, a dissipacdo de energia via sistema nervoso
simpatico
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Nota: Na obesidade, embora os niveis de leptina estejam elevados, ocorre resisténcia as a¢des do horménio
relacionadas ao controle do apetite (nlcleo arqueado). Em contrapartida as a¢Bes da leptina sobre o
hipotalamo ventromedial permanecem biologicamente ativas, o que resulta em hiperatividade simpética e
hipertenséo arterial.

Legenda: Neuropeptideo Y (NPY); Pr6-opiomelanocortinas (POMC); Alfa-melanocortinas (a-MSH); receptor 4

da melanocortina (MC4R).

Adiponectina: proteina com propriedades anti-inflamatodrias, anti-aterogénicas e

sensibilizadora das acdes da insulina

A adiponectina foi identificada por quatro grupos de investigacdo independentes ha
aproximadamente duas décadas. Em 1995, foi feita a primeira descricdo da proteina em
humanos, naquela época intitulada adipocyte complement-related protein of 30kDa (Acrp30),
proteina homologa da adiponectina do rato (Scherer et al.,1995). Outras designacGes foram
atribuidas a adiponectina, tais como AdipoQ (Hu et al., 1996), adipose most abundant gene
transcript (apM1) (Maeda et al., 1996) e gelatin binding protein of 28kDa (GBP28) - (Nakano
etal., 1996).
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O gene e os tipos de moléculas de adiponectina

O gene que codifica a adiponectina localiza-se no cromossoma 3g27 e possui trés
exons e dois introns. Trata-se do gene mais abundantemente expresso no tecido adiposo
(Maeda et al., 1996). Este locus se associa a susceptibilidade ao diabetes mellitus (Stumvoll et
al., 2002). A proteina é constituida por 244 aminoacidos e composta por quatro dominios:
uma sequéncia sinalizadora na regido N-terminal, uma regido varidvel com 27 aminoacidos,
um dominio tipo coldgeno e um dominio globular na regido C-terminal (Scherer et al., 1995).

A adiponectina é secretada em maior quantidade pelo tecido adiposo e circula em
concentragdes plasmaticas entre 5 e 30pug/ml (Maeda et al., 1996), representando até 0,05%
das proteinas plasmaticas totais (Arita et al., 1999).

A adiponectina completa (na sigla em inglés “full-length’) pode apresentar-se em trés
formas: trimeros de baixo peso molecular; hexdmeros de médio peso molecular; e multimeros
(com 12-18 mon6meros) de alto peso molecular (Magkos e Sidossis, 2007). Os monémeros
ndo sdo habitualmente detectados na circulacdo (Waki et al., 2001). Estudos publicados
recentemente sugerem que a atividade bioldgica da adiponectina se deve majoritariamente aos
multimeros de alto peso molecular e ndo as formas oligoméricas (Pajvani et al., 2003). Além
dessas trés formas descritas acima, existe outra estrutura, chamada de forma globular da
adiponectina, presente em pequena quantidade na circulacao; resulta da clivagem proteolitica
da adiponectina completa pela elastase secretada pelos mondcitos ativados pelos neutrdéfilos.
Apresenta acdes bioldgicas distintas da adiponectina completa (Fruebis et al., 2001) - (Figura
8).
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Figura 8 - Estrutura molecular da adiponectina, evidenciando o dominio colageno e
globular (acima) e as isoformas segundo o peso e tamanho da molécula
(abaixo)
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Legenda: HMW - alto peso molecular; MMW - médio peso molecular; LMW - baixo peso molecular.
Fonte: Adaptado de Kadowaki e Yamauchi, 2005.

Os receptores de adiponectina: AdipoR1, AdipoR2 e T-Caderina

Em 2003, foram identificados dois receptores da adiponectina, denominados AdipoR1

e AdipoR2 (Yamauchi et al., 2003a). O primeiro é o receptor para a adiponectina globular,
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abundantemente expresso no musculo esquelético e no figado. O AdipoR2, por sua vez, liga-
se a adiponectina completa e é principalmente expresso no figado, estando também presente
em mondcitos e macrofagos. A expressdo de receptores da adiponectina foi também detectada
no hipotalamo e nicleo paraventricular, especulando- se um papel destes receptores na
homeostasia energética (Nishida et al., 2007). Comparando os genes que codificam esses
receptores, Yamauchi et al. (2003a) identificaram que o receptor AdipoR2 possui uma
estrutura 66,7% homologa ao receptor AdipoR1.

Os AdipoR1 e AdipoR2 sdo proteinas com sete dominios transmembrana, com a
regido N-terminal intracelular e com um pequeno dominio extracelular (Yamauchi et al.,
2003). Essa estrutura tem caracteristicas que se opdem a topologia de todos os receptores

acoplados a proteina G em mamiferos (Yamauchi et al., 2003b) - (Figura 9).

Figura 9 - Estrutura proposta para os receptores da adiponectina
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Nota: Notar que o dominio nitrogenado é intracelular. Os receptores AdipoR1 sdo expressos prioritariamente no
musculo esquelético enquanto que os receptores AdipoR2 sdo expressos no tecido hepético.
Fonte: Adaptado de Kadowaki et al., 2006.

Mais recentemente, foi descrita a T-caderina, um receptor das formas hexamérica e de
alto peso molecular da adiponectina, mas que ndo apresenta afinidade para as formas
trimérica e globular. Esta proteina estd ancorada extracelularmente através de um grupo
glicosilfosfatidilinositol, e est4 presente nos sistemas cardiovascular e nervoso e musculatura
esquelética, participando na adesdo celular e na transducéo do sinal. A sua expressao néo e,
no entanto, abundante no figado, um dos principais locais de acdo da adiponectina (Takeuchi
et al., 2007).
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Expresséo dos receptores de adiponectina em diferentes situagdes

Tsuchida et al. (2004) demonstraram que a expressdo de RNA mensageiro dos
receptores Adipo R1/R2, no figado e no musculo esquelético estd aumentada ap6s o jejum,
retornando aos niveis basais apos a alimentagdo. Foi mostrado igualmente por esse grupo que
a expressao do RNA mensageiro desses receptores estd significativamente aumentada no
musculo esquelético de ratos hipoinsulinémicos/ hiperglicémicos e que esses niveis Sao
completamente restaurados apos o tratamento com insulina. Esses achados nos permite inferir
que a insulina pode ter um papel de regulacdo negativa na expressdo dos receptores
AdipoR1/R2.

O exercicio fisico aumenta a expressao génica dos receptores AdipoR1/R2 no musculo
esquelético humano, mas a restricdo calérica ndo provoca nenhuma alteragcdo na expressao
destes receptores no tecido adiposo (Maia-Fernandes et al., 2008). Os niveis de expressao
destes receptores na musculatura esquelética e no plasma sdo mais baixos em individuos com
historia familiar de diabetes mellitus tipo 2 e a sua expressdo apresenta correlacdo positiva
com a sensibilidade a insulina (Lafontan et al., 2006). Ouchi et al. (2000) demonstraram que a
obesidade é capaz de diminuir a expressdo dos receptores AdipoR1/R2, o que resulta em
diminuicdo da sensibilidade & adiponectina, resultando em um estado de resisténcia a

insulina.

Ac0es da adiponectina

A adiponectina tem duas vias subcelulares distintas: uma mediada pela ativacdo dos
receptores PPAR-a e outra modulada pela lise ativada pelo AMP ciclico (5’-AMP-activated
proteinkinase; AMPK) (Kadowaki et al., 2006).
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Ac0es sobre a sensibilidade a insulina

No figado (Figura 10), a adiponectina, via seu receptor AdipoR1, ativa a AMPK
inibindo, assim, a expressdo de genes envolvidas na gluconeogénese e na lipogénese
(Kadowaki et al., 2007). Na musculatura esquelética (Figura 10), as vias celulares ativadas
pela adiponectina foram identificadas mais recentemente. A acdo no musculo esquelético
parece ser mediada tanto pelo AdipoR1 como pelo AdipoR2, sendo 0 primeiro
quantitativamente mais importante (Yamauchi et al., 2003a). Quando a adiponectina se liga ao
AdipoR1 provoca a interagdo deste receptor com a proteina APPL1, que é uma GTPase (Rab5
small GTPase effector). A translocacdo do transportador GLUT-4 (glucose transporter type 4)
pelo complexo APPL1-Rab5 promove a entrada de glicose na célula muscular esquelética,
contribuindo para o aumento da sensibilidade a insulina (Hosch et al., 2006). A fosforilagdo e
ativacdo da AMPK, por sua vez, promovem a fosforilagéo e inibicdo da acil-CoA-carboxilase
(ACCQ), inibindo a B-oxidacéo de &cidos graxos. Ainda no musculo esquelético, a adiponectina
aumenta a expressdo de moléculas envolvidas no transporte de acidos graxos (CD36), na
combustéo de &cidos graxos (Acetil-coenzima A oxidase) e na dissipacéo energetica (proteina
2 ndo acoplada). Essas vias tendem a diminuir a concentracéo intramuscular de triglicerideos
(Yamauchi et al., 2001a).

A reducédo dos niveis de triglicerideos intramiocitarios se acompanha de melhora da
sensibilidade a insulina (Yamauchi et al., 2001b). Ainda com relacdo a sensibilidade a
insulina, sabemos que a leptina também estimula 0 AMPK no musculo esquelético. Portanto,
a ativacdo do AMPK poderia ser o mecanismo em que tanto a leptina quanto a adiponectina
melhorariam, de forma sinérgica, a sensibilidade a insulina (Minokoshi et al., 2001).

Além da via AMPK, a adiponectina também atua através do receptor nuclear PPAR-a
(Figura 10). Estes receptores nucleares sdo necessarios para a oxidacao dos acidos graxos uma
vez que promovem a transcricdo de Vvarios genes envolvidos no metabolismo lipidico
(Yamauchi et al., 2003b). Yamauchi et al. (2001b) também demonstraram que a adiponectina
aumenta a expressao de PPAR-a in vivo. Esses dados sugerem que a adiponectina aumentaria
a combustdo de acido graxo e o consumo de energia, provavelmente via ativacdo de PPAR-a,
0 que leva a diminuicdo de triglicerideos intra-hepatico e intramuscular, restaurando a
sensibilidade a insulina (Kadowaki e Yamauchi, 2005). Yamauchi et al. (2003a) igualmente

demonstraram que o tratamento in vitro, de células musculares com adiponectina, durante seis
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horas, é capaz de aumentar 0s niveis de ligantes internos do receptor PPAR-a, estabelecendo,
assim, explicacdo plausivel de como a adiponectina ativaria esse receptor.

Figura 10 - Adiponectina ativa os receptores PPARa ¢ AMPK nos hepatdcitos e musculatura
esquelética
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Legenda: AMP ciclico (AMPK); fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK); triglicerideos (TG).

Nota: Na musculatura esquelética, tanto a adiponectina de alto peso molecular, quanto a forma globular ativam
o AMPK levando a fosforilagdo de acidos graxos e absor¢do de glicose. A ativacdo do PPARa nos
hepatocitos leva a oxidacdo de 4cidos graxos e diminuicdo de triglicerideos intracelulares. Ainda nos
hepatécitos, a adiponectina de alto peso molecular ativa AMPK, diminuindo a gliconeogénese e
melhorando a sensibilidade a insulina

Fonte: Adaptado de Kadowaki e Yamauchi, 2005.

Mecanismos de supressdo da aterogénese pela adiponectina

A administracdo de adiponectina promove a reducgdo do contetdo lipidico hepético, ao
ativar o AMPK e o receptor PPAR-a, levando ao bloqueio da lipogénese e aumento da beta
oxidacdo hepética. Contrariamente, a diminuicdo dos niveis circulantes de adiponectina
acompanha-se de acumulo de lipideos no figado e elevacdo das concentragdes VLDL no

plasma e dos quilomicrons (Lara-Castro et al., 2007).
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A adiponectina aumenta a atividade da lipase e a expressdo da apolipoproteina A, duas
proteinas importantes no catabolismo das lipoproteinas ricas em triglicerideos, tanto no tecido
adiposo quanto no musculo esquelético. Por outro lado, niveis diminuidos de adiponectina
promovem um aumento da atividade da lipase hepatica com diminuicdo das HDL e aumento
das LDL pequenas e densas (Schneider et al., 2005).

Nos ultimos anos, vem se atribuindo a adiponectina um papel de molécula anti-
aterogénica. Demonstrou-se que a adiponectina inibe a expressdo de moléculas de adeséo,
incluindo a molécula de adesdo intracelular tipo 1 (ICAM-1), molécula de adesdo celular
vascular tipo 1 (VCAM-1) e a selectina-E (Ouchi et al., 1999, 2000). Ademais, a adiponectina
também atua em células da defesa imunoldgica. Nos macréfagos, estdo presentes 0s
receptores AdipoR1 e AdipoR2, sendo o segundo o mais abundante. Acredita-se que a
adiponectina promova a inibi¢do do fator NF-kB (nuclear factor kappa B), com consequente
reducdo da producdo de citocinas pro-inflamatérias (Wulster-Radcliffe et al., 2004).
Mecanismos outros que explicam os efeitos anti-inflamatérios da adiponectina séo a indugdo
de producéo de citocinas anti-inflamatérias como a IL10 e de antagonista do receptor IL1 em
mondcitos e macréfagos; e supressdo da produg¢do de TNFa pelos macrofagos estimulados

pelo lipopolissacarideo bacteriano (LPS) (Wolf et al., 2004) (Figura 11).

Hipoadiponectinemia e fatores de risco cardiometabdlico — evidéncias clinicas e

epidemioldgicas

Gracas as acOes antidiabética, anti-inflamatdria, anti-aterogénica e pré-insulinémica da
adiponectina, varios grupos de pesquisa tém mostrado resultados de estudos transversais e
prospectivos nos quais tem sido estabelecidas associacOes da adiponectina com entidades
clinicas como: hipertensdo arterial, diabetes mellitus tipo 2 e doenca cardiovascular (Quadros
2e3).
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Hipoadiponectinemia, esteatose hepatica ndo alcodlica - NASH (non-alcoholic

steatohepatitis), resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2 (Quadro 2)

Weyer et al. (2001) confirmaram a relacéo entre adiponectina e resisténcia a insulina
em um estudo com 123 indios Pima (populacdo com alto risco de diabetes tipo 2). Nesse
trabalho, a sensibilidade a insulina foi mensurada através do clamp euglicémico
normoinsulinémico (M). Foi demonstrada correlacdo positiva e significativa entre
adiponectina e essa variavel; além disso, em analise de regressdo multivariada, a sensibilidade
a insulina e a relagdo cintura/quadril foram os principais determinantes dos niveis de
adiponectina (R? = 47%).

Figura 11 — Ac¢Bes anti-inflamatdrias e anti-aterogénicas da adiponectina
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Legenda: acidos graxos livre (AGL).

Nota: A hipoadiponectinemia leva a apoptose e estresse oxidativo na musculatura esquelética, resultando na
ativacao de macrofagos, com consequente formacao das “foam cell” (células espumosas) e geragdo das
placas instaveis.

Fonte: Adaptado de Kadowaki e Yamauchi, 2005.

Lindsay et al. (2002) demonstraram que niveis de adiponectina sdo preditores
independentes de desenvolvimento de novos casos de diabetes em uma populacdo de indios

Pima. Por outro lado, em populacdo japonesa, Daimon et al. (2003), em estudo longitudinal
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envolvendo 1792 pacientes, também demonstraram que a hipoadiponectinemia é fator de
risco independente de diabetes mellitus tipo 2.

Em pacientes obesos o0s niveis circulantes de adiponectina estdo diminuidos
(Yamamoto et al., 2004). Isto € mais evidente em pacientes com excesso de gordura visceral.
Acrescente-se que esse mesmo trabalho mostrou associacdo inversa e significativa entre
niveis de adiponectina e as dimensdes da gordura visceral.

Schneider et al. (2005), em estudo transversal com 206 individuos saudaveis e 110
diabéticos, mostraram que a adiponectina plasmatica se correlaciona de forma negativa com a
lipase intra-hepatica, sugerindo um link entre a hipoadiponectinemia e a ocorréncia de
esteatose hepatica ndo alcodlica (NASH).

Quadro 2 - Principais estudos clinicos relacionando adiponectina, esteatose hepética ndo
alcoolica, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2

Autores Tipo de estudo n Resultados Periddico Ano
Weyer et al. Transversal 23 Correlacéo positiva entre a J Clin 2001
Caucasianos e sensibilidade a insulina Endocrinol
121 indios (clamp) e adiponectina Metab
Pima
Lindsay et al. Caso-controle | 70 indios Pima Hipoadiponectinemia Lancet 2002
diabéticos e 70 aumentou a chance de
controles diabetes (OR: 1,37)
Daimon et al. Coorte 1792 Hipoadiponectinemia é Diabetes 2003
individuos fator de risco independente Care
saudaveis para diabetes
Yamamoto et Coorte 590 homens Hipoadiponectinemia no J Clin 2004
al. saudaveis baseline se associou a Endocrinol
piora da sensibilidade & Metab
insulina (HOMA-IR)
Schneider et Transversal 206 diabéticos | Correlagdo inversa entre Diabetes 2005
al. e 110 ndo adiponectina e lipase Care
diabéticos intrahepatica
Patel et al. Coorte 1153 Correlacéo inversa entre Metabolism 2006
individuos adiponectina e resisténcia
saudaveis a insulina (HOMA-IR)
Ryu et al. Coorte 800 individuos Hipoadiponectinemia é J Am Coll 2010
saudaveis preditor independente de Nutr
diabetes
Polyzos et al. Revisdo 1545 pacientes Menores niveis de Metabolism 2011
sistematica com NASH e adiponectina no grupo
698 controles NASH
Lilja et al. Caso Controle | 640 diabéticos Ultimo quartil de Metab Syndr 2012
e 1564 adiponectina, menor Relat Disord
controles chance de diabetes (OR:
0.47)
Lietal. Coorte 3008 pacientes Apos 6 anos de Diabetes 2012
sem diabetes acompanhamento, maior Metab Res
quintil de adiponectina, Rev
menor chance de diabetes
(OR: 0.62)

Legenda: Odds ratio (OR); non-alcoholic steatohepatitis (NASH).
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Dados do The Bogalusa Heart Study (Patel et al., 2006) evidenciaram correlacéo
inversa entre niveis de adiponectina e o estado de resisténcia a insulina (avaliado pelo
HOMA-IR). Demonstrou-se, tambeém, que foi a resisténcia a insulina a principal responsavel
pela variacdo individual dos niveis de adiponectina entre os participantes do estudo.

Recentemente, em coorte coreana de 800 individuos, Ryu et al. (2010) demonstraram
que a hipoadiponectinemia se associou fortemente ao diabetes mellitus tipo 2 e obesidade, e
atuou como preditor de risco independente de sindrome metabolica.

A esteatose hepatica ndo alcoolica - entidade clinica de prevaléncia crescente e que se
associa ao diabetes mellitus tipo 2, obesidade e sindrome metabdlica, também se correlaciona
com niveis diminuidos de adiponectina. Recentemente, em revisdo sisteméatica multicéntrica,
Polyzos et al. (2011) demonstraram, em vinte e dois mil individuos, que o grupo portador de
esteatose hepéatica ndo alcoodlica, documentada por bidpsia, exibiu menores niveis de
adiponectina circulantes que aqueles do grupo controle.

Em um estudo caso-controle com 640 individuos diabéticos e 1564 controles
saudaveis, Lilja et al. (2012) registraram que pacientes que exibiam os maiores valores de
adiponectina circulante, possuiam menor chance de desenvolver diabetes tipo 2 (OR: 047, IC:
0,27-0,83). De forma anéloga, Li et al. (2012), em estudo longitudinal com 3008 individuos
saudaveis, mostraram que os pacientes alocados no maior quintil de adiponectina no inicio do
estudo foram os que apresentaram as menores chances de desenvolver diabetes mellitus tipo
2, ao final de 6 anos de seguimento (OR: 6,32, IC: 0,41-0,94).

Hipoadiponectinemia, hipertensao arterial e doenca cardiovascular (Quadro 3)

A associacdo entre hipoadiponectinemia e hipertensdo arterial esta amplamente
demonstrada na literatura. Adamczak et al. (2003) em um estudo transversal, mostraram que a
hipoadiponectinemia se correlaciona, de forma negativa, com a pressao arterial. lwashima et
al. (2004) confirmaram esses achados e foram além: em populacdo japonesa, a
hipoadiponectinemia comportou-se como fator de risco independente de hipertenséo arterial.

Um fator limitante da maior parte dos estudos que avaliaram a associacdo entre
adiponectina e hipertensdo arterial é o fato de terem sido realizados em individuos
majoritariamente Caucasianos ou Asiaticos. Em 2007, foi demonstrado que a

hipoadiponectinemia se associou a hipertensdo arterial em brasileiros obesos de origem
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multiétnica, embora a associagdo permanecesse significativa apenas em individuos insulino-
resistentes (Francischetti et al., 2007). O mesmo grupo mostrou posteriormente que essa
associacdo também aparecia, de forma significativa e expressiva, em portadores de niveis
pressoricos enquadrados nos critérios de pré-hipertensdo. Novamente, essa associacdo foi
particularmente mais robusta entre os insulino-resistentes (Celoria et al., 2010). Esses dados
reforcam a importancia da adiponectina nos mecanismos que levam a resisténcia a insulina.

Resultados do Nurses Health Study confirmaram o efeito protetor da adiponectina. Em
populacédo de 30 111 individuos, aqueles alocados no maior quintil de adiponectina exibiram
um efeito protetor quanto a incidéncia de doenca cardiovascular (OR: 0.50, P<0.001)
(Pischon et al., 2011).

Dados do Framingham Offspring Study demonstraram que altos niveis de adiponectina
se correlacionam com menor chance de doenca cardiovascular (HR: 0,49, p< 0.001) (Ai et al.,
2011).

Recentemente, Baden et al. (2012) confirmaram a associacdo entre
hipoadiponectinemia e hipertenséo arterial, ao evidenciar, em um estudo populacional com
21100 japoneses, que 0s niveis de adiponectina correlacionaram-se de forma inversa e
significativa com o0s niveis pressoricos.

Em metanélise conduzida por Zhang et al. (2013), em 14960 participantes, 0s
individuos com os maiores niveis de adiponectina, tiveram menor incidéncia de doenca
cardiovascular (OR: 0,83. IC: 0,69 — 0,9 8, 95%).

Kizer et al. (2013) demonstraram, em estudo prospectivo com 3290 participantes, a
relacdo entre hipoadiponectinemia e doenca coronariana. Assim, aqueles individuos com

menores niveis de adiponectina foram os que tiveram maior incidéncia de doenca coronariana.



Quadro 3 - Principais estudos clinicos relacionando adiponectina, hipertensdo arterial
doenca cardiovascular
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Autores Tipo de estudo n Resultados Periodico Ano
Adamczak et Transversal 33 hipertensos e Correlacéo negativa AmJ 2003
al. 33 normotensos entre adiponectina e Hypertens
pressao arterial
Adamczak et Transversal 33 hipertensos e Correlacdo negativa AmJ 2003
al. 33 normotensos entre adiponectina e Hypertens
pressao arterial
Iwashima et | Caso-Controle | 446 hipertensos Hipoadiponectinemia Hypertension 2004
al. e 312 como fator de risco
normotensos independente de
hipertensao
Francischetti Transversal 96 obesos (61 Menores niveis de Metabolism 2007
etal. normotensos e adiponectina nos obesos
35 hipertensos) hipertensos com
resisténcia a insulina
Celoria et al. Transversal 29 normotensos, Menores niveis de Clin Cardiol 2010
32 pré- adiponectina em
hipertensos e 31 individuos pre-
hipertensos hipertensos
Pischon et al. Coorte 30111 mulheres Maiores niveis de Atherosclerosis 2011
adiponectina, menor
chance de doenca
cardiovascular
Aietal. Coorte 3188 individuos Maiores niveis de Atherosclerosis 2011
adiponectina, menor a
chance de doenca
cardiovascular
(OR: 0,49)
Baden et al. Transversal 21100 Correlacéo negativa Clin 2013
individuos entre adiponectina e Endocrinol
saudaveis pressao arterial
Zhang et al. Metandlise 14960 Maiores niveis de Am J Med Sci 2013
individuos adiponectina, menor a
chance de doenca
cardiovascular
(OR:0,83)
Kizer et al. Coorte 3290 individuos Hipoadiponectinemia J Clin 2013
como fator de risco para Endocrinol
doenca cardiovascular Metab

Legenda: Odds ratio (OR).
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Polimorfismos no Gene da Adiponectina

Ainda existem muitas controvérsias sobre o papel dos SNPs (polimorfismos de
nucleotideo Unico - SNP, single nucleotide polymorphisms) no gene da adiponectina em
relagcdo a obesidade, diabetes, resisténcia & insulina e doenca cardiovascular. Muitos estudos
exibem resultados discordantes e a maioria foi realizada em populacGes Asiaticas ou
Caucasianas. Como esses polimorfismos se comportariam frente a uma populacdo multiétnica
adulta, como a brasileira, ainda permanece em aberto. Entretanto, vérias analises de
polimorfismos de nucleotideo Unico e de mutagdes de sentido trocado (missense mutations)
no gene da adiponectina sugerem um elo entre a adiponectina e doencas metabolicas (Quadro
4).

Em populagdo japonesa, Takahashi et al. (2000) avaliaram possiveis mutacdes no gene
ADIPOQ e suas correlagbes com os niveis circulantes de adiponectina. Dois polimorfismos
(GIT exon2 e R112C) foram estudados, e nenhuma associacdo significativa foi encontrada
(Takahashi et al., 2000).

Mori et al. (2002) mapearam 0s genes relacionados ao diabetes tipo 2 na populagédo
japonesa. Dentre as regides mapeadas, o cromossoma 3927, se destacou, por incluir o gene da
adiponectina.

Kadowaki et al. (2006) identificaram 10 polimorfismos de nucleotideo Unico na
populacdo japonesa. Dentre esses polimorfismos, o SNP 276, associou-se a
hipoadiponectinemia, resisténcia a insulina, obesidade e diabetes, tanto na populacéo japonesa
(Hara et al., 2002), quanto em Caucasianos (Stumvoll et al., 2002; Vasseur et al., 2002).

Individuos portadores da mutacdo de sentido trocado na posicdo 164 do dominio
globular, na qual a isoleucina é substituida por treonina (1164T), em decorréncia de uma
substituicdo T—C no nucleotideo 517 do DNA, apresentaram concentracdes plasmaticas de
adiponectina significativamente mais baixas do que os ndo portadores, independentemente do
IMC. A frequéncia dessa variante mostrou-se significativamente mais elevada em pacientes
com diabetes tipo 2 (Kondo et al., 2002; Ohashi et al., 2004). A mutagédo 1164T do gene da
adiponectina possui perfil de oligomerizagdo e atividade de sensibilizacdo a insulina
semelhante ao tipo selvagem, porém essa variante apresenta comprometimento da secrecao de
adiponectina pelo tecido adiposo (Kishida et al., 2003).

Boumaiza et al. (2011) avaliaram possiveis associagdes entre oito polimorfismos no
gene da adiponectina (1391G/A, -1377C/G, 4522C/T, 395 G/A, 276G/T, 639C/T, 45T/G, e
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+2019delA), com a obesidade e sindrome metabdlica em 400 individuos magros e obesos da
Tunisia. O polimorfismo +276G/T se mostrou protetor em relagcdo a obesidade e sindrome
metabolica nessa populacdo. Tal resultado se contrap6s aos encontrados por pesquisadores
japoneses, alemées e franceses (Hara et al., 2002; Stumvoll et al., 2002; Vasseur et al., 2002)
e os polimorfismos 639 C/T, -11391 G/A, -11377 C/G, e +2019delA funcionaram como fator
de risco para obesidade e sindrome metabdlica nessa populacdo (Boumaiza et al., 2011).

Arvey et al. (2011), em estudo transversal com 1424 Caucasianos ingleses, mostrou
que o polimorfismo -1377 C/G se correlaciona de forma positiva com a pressdo arterial.
Assim, a presenca do alelo polimorfico, nessa populacdo, foi capaz de aumentar a pressao
arterial sistélica em 1,61%. Por outro lado, Zhao e Zhao (2011), em metanalise com mais de
15 mil Caucasianos e Asiaticos, ndo encontrou nenhuma associacéo entre esse polimorfismo e
niveis de pressao arterial.

Tanimura et al. (2011), em estudo transversal com 2797 individuos de origem
japonesa, avaliram 30 variantes no gene ADIPOQ (Figura 12) e possiveis correlagdes com 0s
niveis circulante de adiponectina e fatores de risco cardiometabolico. Dois polimorfismos e
uma mutacdo se associaram com baixos niveis de adiponectina: 1164T, -17991G/A
(rs1656930) e -450G/A (rs9882205). Dessas variantes, o polimorfismo -17991G/A também se
associou positivamente a hipertenséo arterial.

Han et al. (2011) avaliaram em metanalise recente, a associacdo entre quatro SNPs:
+45T>G  (1s2241766), +276G>T (rs1501299), —11391G>A (rs17300539) —-11377C>G
(rs266729) e diabetes mellitus tipo 2. Dentre esses polimorfismos, somente o —11377C>G
associou-se ao risco de diabetes tipo 2, com um odds ratio de 1,07 (IC: 1.03 — 1.11). Em
analise posterior de subgrupo, concluiu-se que se tratava de um risco de modelo dominante

(CG + GG vs CC), principalmente na populacdo Caucasiana.
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Figura 12 - Gene da adiponectina com os principais polimorfismos identificados
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Fonte: Adaptado de Tanimura et al., 2011.

Zhou et al. (2012) também em outra metanalise recentemente publicada, avaliaram a
associacdo entre trés SNPs (+45T/G, +276G/T ¢ —11377C/G) no gene da adiponectina e
doenca coronariana. Em 11 494 pacientes e 22 722 controles, somente o polimorfismo
—11377C/G esteve associado a doenca coronariana, com um odds ratio de 1,15 (IC: 1.07 —
1.25), principalmente em populagdes europeia e japonesa. Nesse trabalho, a presenca do alelo
G no polimorfismo —11377C/G atuou como um fator de risco para doenga arterial
coronariana.

Al-Daghri et al. (2012) analisaram a associa¢do entre os polimorfismos +45T>G e
+276G>T e diabetes mellitus tipo 2 em 600 pacientes de origem Arabe. Nenhuma associac&o
entre esses SNPs e doenca metabdlica foi encontrada nessa popula¢do. Da mesma maneira,
An et al. (2012), em estudo transversal, avaliaram 40 polimorfismos no gene ADIPOQ em
1424 Hispanicos e 604 Afro-americanos em relacdo a sensibilidade a insulina (avaliada pelo
HOMA-IR) e fen6tipos de obesidade. Nenhuma associacéo clinica relevante foi encontrada.

Existem poucos trabalhos sobre polimorfismo no gene ADIPOQ na populacdo
brasileira. Nicolau (2008), em um trabalho com 312 criangas e adolescentes, dos quais 254
eram obesos, da cidade de S&o Paulo, avaliou a influéncia de 5 SNP no gene ADIPOQ (-
11377C>G, -113991G>A, +45T>G, +349A>G e Y111H) em relacdo & obesidade e risco
cardiometabdlico. Foi observada associagdo do alelo G do SNP -11377C>G com maior
adiposidade central nesses individuos. Além disso, os portadores dos alelos recessivos dos
SNP -11377C>G e +45T>G mostraram menor frequéncia de hipertensdo arterial. Ja Oliveira
et al. (2012), em estudo transversal com 603 brasileiros, submetidos a
cineangiocoronariografia, evidenciaram associacdo entre o0s polimorfismos +45T>G
(rs2241766) e +276G>T (rs1501299) e a presenca de doenca coronariana.
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Quadro 4 - Estudos clinicos correlacionando os principais polimorfismos no gene ADIPOQ e
os fatores de risco cardiometabdlico e doenga coronariana

Autores n Polimorfismos Resultados Periddicos Ano
Takahashi 219 japoneses (77 R112C Nenhuma associagdo entre Int J Obes Relat 2000
etal. obesos) polimorfismo e obesidade Metab Disord
Hara et al. 480 diabéticos e 384 | 45T/G e 276G/T Individuos polimérficos Diabetes 2002
ndo diabéticos tiveram maior risco de
japoneses diabetes (OR 1.7 e 2.16)
Vasseur et 1373 obesos -11391G/A e - Ambos os polimorfismos se | Hum Mol Genet 2002
al. diabéticos 11377CIG associaram com os niveis de
caucasianos franceses adiponectina
Stumvoll et 371 néo diabéticos 45T/G Associacéo do alelo mutante Diabetes 2002
al. caucasianos alemaes com obesidade e RI
Kondo etal. | 218 diabéticos e 452 1641/T Alelo mutante mais Diabetes 2002
controles japoneses frequente nos diabéticos
Ohashi et al. 383 pacientes com 1641T Alelo mutante mais J Am Coll 2004
DAC e 368 controles frequente nos pacientes com Cardiol
japoneses doenca cardiovascular
Nicolau 312 criangas e -11391G/A, -1377G se associou com Tese / USP 2008
adolescentes -1377CIG, adiposidade central. Alelos -
brasileiros (258 45T/G, +349A>G | 1377G e 45G se associaram
obesos) e Y111H com maior frequéncia de
HAS
Boumaiza et 160 obesos e 160 -11391G/A, 276T protegeu em relacéo a Metab Syndr 2011
al. eutroficos tunisianos -1377CIG, obesidade. Demais Relat Disord.
4522CIT, polimorfismos foram
395G/A, 276GIT, associados a SM e RI.
639C/T, 45T/G e
+2019del A
Han et al. 24594 diabéticos e 45T>G, 276G>T, -11377G se associou a Diabetologia 2011
58835 controles -11391G>Ae diabetes com OR: 1,07,
caucasianos, -11377C>G principalmente na populacdo
Asiéticos, brasileiros Caucasiana
e indios Pima
Avery et al. 1425 individuos -11377C>G -11377G se associou com J Hum 2011
caucasianos aumento da pressdo arterial Hypertens
nesse grupo
Zhao e Zhao 16452 individuos 45T>G, 276G>T Nenhuma associagao entre Clin Endocrinol 2011
Asiaticos e e esses polimorfismos e
caucasianos -11377C>G pressdo arterial
Tanimura et 2797 japoneses Mais de 30 -17991A se associou com Eur J Hum 2011
al. polimorfismos no hipertenséo arterial Genet
gene ADIPOQ
estudados
Anetal. 1424 hispanicos e 604 Mais de 40 Nenhuma associagao entre Mol Genet 2012
afro-americanos polimorfismos no | os polimorfismos e HOMA- Metab
gene ADIPOQ IR e fenétipo de adiposidade
estudados
Zhou et al. 11194 pacientes com | 45T/G, 276G/T e —11377G se associou a Thromb Res 2012
DAC e 22722 -11377CIG DAC com OR: 1,15
controles europeus
caucasianos e
Asiaticos
Al-Daghri et | 297 diabéticose 298 | 45T>G, 276G>T Nenhuma associagao entre Gene 2012
al. controles arabes os polimorfismos e diabetes
Oliveira et 603 brasileiros ndo 45T>G, 276G>T 45G e 276T se associou a J Diabetes 2012
al. diabéticos e -11391G/A DAC com OR: 2,45 € 1,86, Complications
respectivamente.

Legenda: doenca arterial coronariana (DAC); Odds ratio (OR); sindrome Metabdlica (SM); resisténcia a insulina

(RI); hipertenséo arterial (HAS).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10918532
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10918532
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ohashi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15063429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Association+between+adiponectin+gene+polymorphisms+and+coronary+artery+disease+across+different+populations.
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1 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

1.1 Justificativa do estudo

O aumento na prevaléncia de hipertensdo arterial e diabetes mellitus tipo 2 vem
ocorrendo em paralelo com o aumento dramatico na prevaléncia de obesidade. Entre os
mecanismos complexos relacionados as alteracGes neuroenddcrinas e metabdlicas associadas
a obesidade, considera-se a resisténcia a insulina como importante elo entre obesidade,
hipertensdo arterial e diabetes.

A partir do momento que se passou a compreender o tecido adiposo como 6rgao
endocrino, as investigacfes se intensificaram, particularmente em relacdo as moléculas
expressas e secretadas pelos adipdcitos. Na obesidade, a leptina produzida em excesso pelo
tecido adiposo ndo exerce sua funcdo fisioldgica de controle do apetite e consequentemente
do peso, refletindo marcante resisténcia as suas acfes tanto ao nivel do sistema nervoso
central, quanto em tecidos periféricos. E instigante que esta resisténcia ¢ seletiva. As acBes da
leptina estdo adequadamente preservadas na ativacdo do sistema nervoso simpatico.
Exemplificando, em modelos experimentais de obesidade associada a hipertensdo, a
hiperatividade simpatica da inervacdo eferente renal leptino dependente, levaria ao aumento
da reabsorcdo de sodio pelos tubulos renais e, consequentemente, a hipertensao arterial.

Outra adipocitocina — a adiponectina, sintetizada e secretada predominantemente pelo
tecido adiposo e que tem efeitos protetores que incluem uma maior sensibilidade a insulina e
acOes anti-inflamatdria e anti-aterogénica, esta diminuida na obesidade, por conta da
populacdo de adipdcitos disfuncionais peculiar ao excesso da massa adiposa, principalmente
visceral. Considerando que a literatura ja& demonstrou evidencias clinicas e epidemioldgicas
de associacdo entre hipoadiponectinemia e hipertensdo artérial, diabetes tipo 2 e doenca
cardiovascular, principalmente em populacdes Asiaticas e Caucasianas, decidiu-se avaliar em
uma amostra de eutréficos e obesos adultos clinicamente saudaveis da cidade do Rio de
Janeiro, 0 comportamento dessa adipocitocina em ambos 0S grupos e suas possiveis
associacfes com os fatores de risco cardiometabolico, incluindo um marcador inflamatorio e
niveis plasmaticos de leptina.

Além disso, foram analisados quatro polimorfismos no gene da adiponectina com o

objetivo de responder a pergunta: a presenca de genoétipos polimorficos no gene da
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adiponectina alteraria a capacidade funcional do gene, resultando em modificagdes nas
concentragOes plasmaticas de adiponectina, além de interferir na modulacéo da homeostase de
variaveis hemodindmicas e metabolicas? Os dados de literatura sdo controversos e restritos,
em sua maior parte, a populacdes geneticamente homogéneas.

O projeto é original, sendo a presente proposta a primeira a tentar relacionar variantes
genéticas da adiponectina com os fatores de risco cardiometabdlico em uma populacéo adulta
do Sudeste brasileiro formada por extensa miscigenacdo entre Amerindios, Europeus e
Africanos, e caracterizada por intenso fluxo génico interétnico, que ndo permite representa-la

arbitrariamente por cor ou raca.

1.2 Objetivos do estudo

Analisar em amostra de individuos eutréficos (18,5 < IMC < 25 kg/mz) e obesos

adultos (IMC > 30 kg/m?) de populacio multiétnica da cidade do Rio de Janeiro:

a) associacdes entre adiponectina de alto peso molecular, leptina e fatores de
risco cardiometabdlico (glicemia e insulinemia de jejum, resisténcia
insulinica, colesterol total, HDL-colesterol, triglicerideos, pressédo arterial e
variaveis antropométricos);

b) influéncia dos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs): -11391 G/A, -
11377 C/G e +45T/G e a mutacdo 1164T no gene da adiponectina
(ADIPOQ) na prevaléncia de obesidade, nos niveis plasmaticos de
adiponectina de alto peso molecular e leptina e na expressdo clinica dos

fatores de risco cardiometabdlico.
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2 CASUISTICA

2.1 Elegibilidade dos individuos

A populagéo do estudo, tanto de eutroficos quanto de obesos, foi recrutada entre
funcionarios, estudantes e residentes do Hospital Universitario Pedro Ernesto da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) e policiais, que se dispuseram
voluntariamente a participar do estudo, pertencentes ao quadro permanente da Policia
Militar do Estado do Rio de Janeiro, respeitando-se os critérios de inclusdo e exclusao
(abaixo descritos).

Todos os individuos selecionados foram claramente informados sobre o0s
detalhes do projeto e concordaram com a proposta de avaliacdo clinica, metabdlica e
molecular. Todos assinaram o termo de consentimento informado (folha em anexo).

O presente projeto foi iniciado apds a aprovacido do Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) da Universidade do Estado do Rio de

Janeiro.

2.2 Critérios de incluséo

Todos os individuos inseridos no estudo atenderam aos seguintes quesitos:
a) idade entre 18 e 60 anos;
b) grupo eutréfico, com IMC > 18,5 kg/m2 e <25 kg/m2;
C) grupo obeso, com IMC > 30 kg/m2;
d) ser capaz de ler, compreender e assinar o termo de consentimento

informado.
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2.3 Critérios de exclusao

a)

b)

d)

9)
h)

)
K)

presenca de diabetes mellitus tipo 2 (definido como glicemia de jejum >
125 mg/dL);

presenca de hipertensdo arterial estagio 2, de acordo com o The Seventh
Report Joint National Committee ou uso de antihipertensivo;

histdria pregressa de evento cardiovascular (sindrome coronariana aguda,
acidente vasculoencefalico e doenca arterial periférica sintomatica);
comorbidades crbnicas como doenca pulmonar obstrutiva cronica,
alteracdes de funcéo hepatica (avaliado pela detrminacdo de transaminases,
fosfatase alcalina, gama GT, proteinas e atividade de protrombina), doencas
autoimunes, doenca renal cronica (caracterizada por creatinina sérica > 1,4
mg/dL), endocrinopatias (exceto disfuncdo tireoideana compensada),
doencas psiquiatricas (incluindo bulimia ou anorexia nervosa de acordo
com os critérios do DSM-1V), neoplasias malignas e doenca inflamatoria
intestinal;

gestacéo e lactacéo;

doencas hematoldgicas;

uso de substancias ilicitas como maconha, haxixe e cocaina;

uso de farmacos fitoterapicos para emagrecimento ou transtorno do humor
como erva de Sdo Jodo, Céscara Sagrada, etc;

Uso, nos trés meses anteriores, de farmacos relacionados a perda de peso
como orlistat, sibutramina, anfetaminas e fentermina;

uso prolongado de corticosteroides sistémicos ou anti-inflamatorios;

uso de drogas que afetem o metabolismo dos carboidratos e lipidios, tais

como metformina e hipolipemiantes e drogas antihipertensivas.

2.4 Calculo amostral

Uma vez que se pretendeu estudar uma série de varidveis quantitativas e

polimorfismos, cujas frequéncias diferem de locus para locus, optamos por selecionar uma
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amostra de conveniéncia calculada através da seguinte formula: n = Z%/48% onde Z é o valor

(1,96) que define o intervalo de confianca de 95% (o = 0,05) e & é o desvio maximo desejado.

Assim:
n = (1,96)%/4.(0,1)* = 96,04
Desta maneira, arredondando esse valor, adotamos um tamanho amostral igual a 100

individuos em cada um dos grupos, constituidos por eutréficos e obesos, levando sempre em

conta os critérios de inclusdo e exclusdo previamente definidos.
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3 METODOS

3.1 Avaliacéo antropométrica

3.1.1 Indice de massa corporal (IMC)

Este indice foi calculado dividindo-se o peso (em Kkg) pela estatura elevada ao
qguadrado (em m?). O peso foi determinado por balanca antropométrica da marca Filizola
(precisdo de 0.1kg), aferida pelo INMETRO, estando os individuos em jejum, sem sapatos e
vestindo roupas leves. A estatura foi aferida pelo uso de um estadidometro (precisdo de 0.5

cm).

3.1.2 Circunferéncias abdominal (CAB) e do quadril (CQ) e razdo cintura/quadril (RCQ)

As circunferéncias abdominal (CAB) e do quadril (CQ) foram mensuradas com o
auxilio de fita métrica metalica, graduada em centimetros, com o paciente em pé. A
circunferéncia abdominal foi determinada no ponto médio entre a crista iliaca e o Gltimo arco
costal. A circunferéncia do quadril foi medida na maior circunferéncia posterior das nadegas.

A razdo cintura/quadril foi obtida a partir da divisdo da circunferéncia abdominal pela

circunferéncia do quadril.

3.1.3 Didmetro abdominal sagital (DAS)

O diametro abdominal sagital (DAS), ou “altura abdominal” foi aferido com um
estadibmetro abdominal de haste mével e subdivisdo de 0,5 cm (caliper abdominal Trivium;
Trivium Ind. e Com. Ltda, Universidade Federal de Vicosa, Minas Gerais). O individuo

manteve-se deitado, sem roupas na area de mensuragdo, sobre uma maca de superficie firme,
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na posicao supina e com os joelhos flexionados. A leitura foi realizada quando a haste movel
do estadidmetro tocou o abdome ligeiramente, sem compresséo, apds expiragdo normal, no
ponto médio entre as cristas iliacas. O DAS ¢é a distancia entre a mesa de exame e o limite

abdominal superior no plano horizontal.

3.2 Determinacdo da pressao arterial

A pressdo arterial foi aferida por método oscilométrico, utilizando-se um monitor de
pressdo arterial automaticoda marca OMRON, modelo HEM-705CPINT. Todas as
mensuracfes foram feitas utilizando-se manguitos de tamanho apropriado ao brago dos
participantes, adequadamente ajustado ao membro superior ndo dominante e com o individuo
sentado. Apds 5 minutos de repouso, foram realizadas trés medidas sequenciais de pressao
arterial, com intervalos de 3 minutos entre cada mensuragdo; com vistas ao calculo da média
dos niveis pressoricos; foram descartados os valores que apresentaram diferencas, entre as
medidas, acima de 10 mmHg nas cifras de pressdo arterial sistlica e 5 mmHg nas de presséo
arterial diastolica. A pressao arterial média foi obtida pelo célculo do dobro da média da
pressao arterial diast6lica, somado a média da pressao arterial sistdlica, o resultado dividido

por trés.

3.3 Lipideos (colesterol total, HDL-colesterol, LDL-colesterol e triglicerideos)

As concentragdes séricas de colesterol total, HDL-colesterol e triglicerideos foram
determinadas pelo método enzimatico-colorimétrico. O LDL-colesterol foi estimado usando-
se a formula de Friedwald quando os valores dos triglicerideos séricos foram inferiores a 400
mg/dl: Colesterol — (HDL-colesterol + triglicerideos / 5). Os valores foram expressos em

mg/dl.
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3.4 Glicemia

As concentracdes plasmaticas de glicose foram determinadas pelo método enzimatico-
hexoquinase, ap6s 12 horas de jejum. Foram utilizados tubos sem anticoagulantes, com as

amostras centrifugadas imediatamente apds a coleta. Os valores foram expressos em mg/dl.

3.5 Insulina

As concentragdes séricas de insulina foram determinadas por radioimunoensaio,
usando reagentes da LINCO Research, St Louis, USA, especificos para insulina humana.
Neste ensaio a reatividade cruzada com a pro-insulina humana € inferior a 0,2%. Os
coeficientes de variacdo intraensaio e interensaio foram 3,2% e 3,9%, respectivamente. Os

valores foram expressos em pU/ml.

3.6 Indice de resisténcia a insulina

O indice de resisténcia a insulina foi estimado através da formula do HOMA-IR
(homeostasis model assessment — insulin resistance), em que a resisténcia é determinada pelo
produto da insulinemia de jejum (mcU/ml) e da glicemia de jejum (mmol/l) dividido por 22,5
(Matthews et al., 1985). Esse indice possui alta correlacdo com o clamp euglicémico/

hiperinsulinémico.

3.7 Mensuracdo das adipocitocinas - leptina e adiponectina - e proteina C reativa
ultrassensivel (PCRt)

A leptina foi analisada pelo método Milliplex® MAP (Human Metabolic Panel,

Millipore Corp.). Esse método é baseado na tecnologia Luminex® xMAP®, capaz de realizar
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uma variedade de bioensaios (11 metabolitos podem ser avaliados) sobre a superficie de
microesferas com codificacdo fluorescente. Através da precisa concentracdo de dois corantes
fluorescentes, cem conjuntos de distintas esferas coloridas podem ser criados, cada uma delas
revestida com um anticorpo especifico de captura. Apds a captura do analito da amostra pela
esfera, um anticorpo de detecgdo biotinilado é introduzido e a mistura é incubada com
conjugado de estreptavidina-ficoeritrina, a molécula indicadora, para completar a reacdo na
superficie de cada microesfera. As microesferas passam por um laser, que estimula os
corantes internos, marcando o conjunto de microesferas. Um segundo laser estimula a
ficoeritrina, o corante fluorescente na molécula indicadora. Finalmente, processadores de sinal
digital de alta velocidade identificam cada microesfera individualmente e quantificam o
resultado de seu bioensaio, baseado nos sinais indicadores fluorescentes. A capacidade de
adicionar mudltiplas microesferas conjugadas a cada amostra permite obter multiplos
resultados de cada amostra. Os coeficientes de variagdo intraensaio e interensaio foram 9% e
8%, respectivamente. Os valores foram expressos em pg/ml.

Com relacdo a adiponectina de alto peso molecular, as amostras foram analisadas por
ELISA (Millipore - Biomanufacturing and Life Science Research - USA). O coeficiente
intraensaio foi de 8,8 % e interensaio de 15%. Os valores foram expressos em ng/ml.

A PCRt foi mensurada por nefelometria. Os valores foram expressos em mg/dl.

3.8 Determinacéo dos polimorfismos

3.8.1 Extracdo do DNA gendémico

Amostras de sangue periférico (5 ml) coletadas dos individuos selecionados para este
estudo foram processadas no Laboratério de Genética Humana da Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) para identificagédo dos polimorfismos provavelmente envolvidos na modulagdo da
obesidade. O DNA dos pacientes foi extraido das amostras do sangue coletado utilizando o kit
comercial de extracdo de DNA genémico Qiagen (Invitrogen), seguindo o protocolo

recomendado pelo fabricante.


http://www.millipore.com/
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3.8.2 Investigacdo molecular do Polimorfismo T517C no gene ADIPOQ

O polimorfismo T517C encontra-se localizado no gene ADIPOQ, onde o nucleotideo
timina é substituido por uma citosina, 0 que resulta na troca do aminocido isoleucina por
treonina na posicdo 164 (1164T) do dominio globular. O quadro 5 apresenta o segmento do

DNA contendo a regido amplificada por PCR.

Quadro 5 - Sequéncia de primers do Polimorfismo T517G

Primers Sequéncias

AdipoQ 1164T R | GGCTGACCTTCACATCCTTCATA

AdipoQ-TF TGTACTACTTTGCCTACCACAT

AdipoQ -C F TGTACTACTTTGCCTACCACAC

A identificacdo deste polimorfismo foi feito através da técnica de PCR alelo-
especifico. Para a amplificacdo do PCR, utilizaram-se o0s seguintes reagentes: 20 pmoles de
cada iniciador (Senso e Antisenso), 1X de Tampao C (2,5mM de MgCl,, 60mM de Tris-HCl e
15mM (NH,;)2S0O,4), 2,5 mM de cada DNTPs, 2,5 unidade de amplitag, 2 mM de MgCl,
completando-se 0s 50 pl com MilliQ.

As condicbes de ciclagem estabelecidas incluiram uma desnaturacdo inicial de 94°C
por 10 min, seguida de 30 ciclos gue consiste de 94°C por 1 min, 66°C por 45 seg e 72°C por
50 seg. A extensdo final foi de 72°C por 10 min. Os produtos da PCR foram expostos em géis
de agarose 1,5% corados com brometo de etideo. Todos os produtos foram visualizados em
um transluminador ultravioleta, devidamente fotografados e armazenados utilizando o

fotodocumentador LPix da Loccus.
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3.8.3 PCR-RFLP

A genotipagem dos outros SNPs estudados foi realizada através de diversas fases,
iniciando-se pela amplificacdo do segmento de DNA que contém o locus que se pretende
identificar. Esta técnica é conhecida como reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
convencional. A seguir ¢é feita uma clivagem do fragmento amplificado utilizando enzimas de
restricdo especificas, técnica denominada Restriction Fragments Length Polymorphisms
(RFLP).

3.8.3.1 Investigacdo molecular do polimorfismo 45T/G no gene ADIPOQ

O polimorfismo 45T/G (rs2241766) encontra-se localizado na posicéo 45 do éxon 2 do
gene ADPOQ, onde o nucleotideo Timina é substituido por uma Guanina. O Quadro 6

apresenta o segmento do DNA contendo a regido amplificada por PCR.

Quadro 6 - ADIPOQ éxon 2 (T45G -rs2241766)

AAAAGTTGAA TACTTAGAAA GCAGCTCCTA GAAGTAGACT CTGCTGAGAT

GGACGGAGTC CTTTGTAGGT CCCAACTGGG TGTGTGTGTG GGGTCTGTCT

CTCCATGGCT GACAGTGCAC ATGTGGATTC CAGGGCTCAG GATGCTGTTG

CTGGGAGCTG TTCTACTGCT ATTAGCTCTG CCCGGTCATG ACCAGGAAAC

CACGACTCAA GGGCCCGGAG TCCTGCTTCC CCTGCCCAAG GGGGCCTGCA

CAGGTTGGAT GGCGGGCATC CCAGGGCATC CGGGCCATAA TGGGGCCCCA

Nota: O fragmento amplificado encontra-se entre os nucleotideos marcados em cinza que correspondem aos
iniciadores (“primers”) utilizados. O nucleotideo marcado (na cor amarela) corresponde ao polimorfismo
estudado.

Para a primeira fase da amplificacdo por PCR, utilizaram-se 0s seguintes reagentes,
com volume final de 50 ul: 15 pmoles de cada iniciador (Senso e Antisenso), 1X de Tampéao
Biotools, 0,5 mM de DNTPs, 1 unidade de Tag-Biotools, 2 mM de MgCl, completando-se os
50 ul com MilliQ.
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As condicGes de ciclagem estabelecidas incluiram uma desnaturacdo inicial de 95°C
por 10 min., seguida de 30 ciclos que consiste de 94°C por 1 min., 60°C por 45 seg e 72°C
por 50 seg. A extensdo final foi de 72°C por 10 min.

Os produtos da PCR (161 pb) foram expostos em géis de agarose 1,5% e digeridos
com a enzima de restricdo Aval por 37°C por 4 horas e posteriormente submetido a uma
desativacao da enzima a 70°C por 20 min. Em seguida, submetidos a eletroforese em géis de
poliacrilamida 12% corados com brometo de etilio. Todos os produtos foram visualizados em
um transluminador ultravioleta, devidamente fotografados e armazenados utilizando o

fotodocumentador LPix da Loccus.

3.8.3.2 Investigacdo molecular do polimorfismo -11391G>A no gene ADIPOQ

O polimorfismo -11391G>A (rs17300539) encontra-se localizado na posi¢édo -3998 da
regido promotora do gene ADPOQ, onde o nucleotideo Guanina é substituido por uma

Adenina. O quadro 6 apresenta o segmento do DNA contendo a regido amplificada por PCR.

Quadro 7 - ADIPOQ regido promotora (-11391G>A - Rs17300539)

GGCTCTGTGT GGACTGTGGA GATGATATCT GGGGGGCAGG CAGACACTTG

CCCTGCCTCT GTCTGAGAAA ATTCTGTTTT GGATGTCTTG TTGAAGTTGG

TGCTGGCATC CTAAGCCCTT GCTGGGGTCG TAATTTAATT CATCAGAATG

TGTGGCTTGC AAGAACCGGC TCAGATCCTG CCCTTCAAAA ACAAAACATG

AGCGTGCCAA GAAAGTCCAA GGTGTTGAAT GTTGCCACTT CAAGCCTAAA

CTTTCTAGGA ACACCTAAGT GGGTGGCAGC TTCCAGTTCT CCAGGCTGCT

TCTAGGCCAG AGCTGGGTTC CACAAGAGAC AGAATAGGCA TATATATGCT

TAAGGAACT

Nota: O fragmento amplificado encontra-se entre os nucleotideos marcados em cinza que correspondem aos
iniciadores (“primers”) utilizados. O nucleotideo marcado (na cor amarela) corresponde ao polimorfismo
estudado.

Na amplificacdo por PCR, utilizaram-se os seguintes reagentes: 20 pmoles de cada
iniciador (Senso e Antisenso), 1X de Tampédo GE, 0,5 mM de dNTPs, 1 unidade de Tag-

Biotools, 2 mM de MgCl,, adicionando-se MilliQ até atingir um volume final de 50 pl.
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As condicGes de ciclagem estabelecidas incluiram uma desnaturacdo inicial de 95°C
por 10 min., seguida de 30 ciclos consistente de 94°C por 1 min., 60°C por 45 seg. e 72°C por
50 seg. A extensdo final foi de 72°C por 10 min.

Os produtos da PCR (208 pb) foram expostos em geéis de agarose 1,5% e digeridos
com a enzima de restricdo Mspl por 37°C por 4 horas e posteriormente submetido a uma
desativacao da enzima a 70°C por 20 min. Em seguida, submetidos a eletroforese em géis de
poliacrilamida 12% corados com brometo de etidio. Todos os produtos foram visualizados em
um transluminador ultravioleta, devidamente fotografados e armazenados utilizando o

fotodocumentador LPix da Loccus.

3.8.3.3 Investigacdo molecular do polimorfismo C4012G no gene ADPQ

Este polimorfismo, o C4012G, encontra-se localizado na posicdo -266729 do
promotor do gene ADPQ, onde se observa a substituicdo do nucleotideo Citosina por uma
Guanina. No quadro seguinte é apresentada a regido do DNA contendo a sequéncia de
nucleotidos a ser amplificada pela Reacdo em Cadéia da Polimerase. Observa-se (na cor

cinza) a sequéncia dos iniciadores (“primers”) que flanqueiam a regido amplificada.

Quadro 8 - ADIPOQ-P Il (C4012G - rs266729)
GGCTCTGTGT GGACTGTGGA GATGATATCT GGGGGGCAGG CAGACACTTG
CCCTGCCTCT GTCTGAGAAA ATTCTGTTTT GGATGTCTTG TTGAAGTTGG
TGCTGGCATC CTAAGCCCTT GCTGGGGTCG TAATTTAATT CATCAGAATG
TGTGGCTTGC AAGAACCGGC TCAGATCCTG CCCTTCAAAA ACAAAACATG
AGCGTGCCAA GAAAGTCCAA GGTGTTGAAT GTTGCCACTT CAAGCCTAAA
CTTTCTAGGA ACACCTAAGT GGGTGGCAGC TTCCAGTTCT CCAGGCTGCT
TCTAGGCCAG AGCTGGGTTC CACAAGAGAC AGAATAGGCA TATATATGCT
TAAGGAACT

Nota: O fragmento amplificado encontra-se entre os nucleotideos marcados em cinza que correspondem aos

iniciadores (“primers”) utilizados. O nucleotideo marcado (na cor amarela) corresponde ao polimorfismo
estudado.

Os reagentes utilizados na primeira fase da reagdo em cadeia da polimerase foram: 0,5
mM de DNTPs; 1X de tampédo GE; 1 unidade de Tag-Biotools; 2 mM de MgCl2; 20 pmoles
de iniciadores (Senso e Antisenso) e completa-se com MilliQ até atingir um volume final de
50 ml.
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As condicdes de ciclagem utilizadas foram: 1 ciclo de desnaturagao inicial de 10 min.
a 95°C; 30 ciclos constituidos por 1 min. de desnaturacéo a 94°C + 45 seg. a 60°C + 50 seg. a
72°C, seguido de 10 min. de extenséo a 72°C.

Os produtos da PCR (208 pb) foram expostos em géis de agarose 1,5% e digeridos
com a enzima de restricdo Hhal por 37°C por 4 horas e posteriormente submetido a uma
desativacdo da enzima a 65°C por 20 min. Em seguida, submetidos a eletroforese em géis de
poliacrilamida 12% corados com brometo de etidio. Todos os produtos foram visualizados em
um transluminador ultravioleta, devidamente fotografados e armazenados utilizando o

fotodocumentador LPix da Loccus.

3.9 Analise estatistica

As comparacOes das médias das variaveis continuas entre dois grupos foram realizadas
através do teste t de Student para variaveis com distribuicdo normal. As variaveis com
distribuicdo ndo normal foram aplicadas ao log10 para posterior analise.

O teste ndo-paramétrico do qui-quadrado foi utilizado para comparar proporcdes entre
variaveis categoricas.

Para as comparagdes entre as médias das variaveis continuas, quando existiam mais de
dois grupos, foram utilizados — no caso daquelas com distribuicdo normal — a anélise de
variancia (ANOVA). As variaveis que fugiram da normalidade aplicou-se o log10.

As correlagBes entre as variaveis continuas foram realizadas atraves do coeficiente de
correlacdo de Spearman.

Para a analise multivariada, entre multiplas variaveis independentes continuas com
uma variavel dependente, também continua, foram utilizados modelos de regressdo linear

maultipla, técnica que também foi usada para ajuste das covariaveis confundidoras.



67

4 RESULTADOS

4.1 Casuistica

A amostra total do estudo foi composta por 200 individuos entre 18 e 60 anos, (Média
= 34,9 + 10,2 anos) de ambos os sexos, divididos em dois grupos: 100 individuos eutréficos
(IMC 18,5 — 24,9 kg/m?, idade: 32,5 + 9,8 anos) e 100 individuos obesos (IMC 30 — 58,2
kg/m? idade 37,5 + 14,1 anos), distribuidos igualmente entre homens e mulheres. Os obesos
foram classificados de acordo com a OMS, sendo 54 obesos grau 1, 32 obesos grau 2 e

14 obesos grau 3.

4.2 Avaliacdo das variaveis antropomeétrica e hemodinadmica; adipocitocinas e

fatores de risco cardiometabdlico

A Tabela 1 mostra que individuos obesos apresentaram valores
significativamente maiores de circunferéncia abdominal, circunferéncia de quadril,
diametro sagital abdominal, pressdo arterial sistélica, diastélica e média, triglicerideos,
colesterol LDL, glicemia, insulina, HOMA-IR, leptina e proteina C reativa e valores
significativamente menores de adiponectina de alto peso molecular e colesterol HDL
quando comparados aos individuos eutroficos. Ndo houve diferenca quanto aos niveis
de colesterol total.

Quando os individuos obesos foram divididos em relacdo aos graus de
obesidade, somente as seguintes variaveis permaneceram significativamente diferentes
entre os grupos: IMC, circunferéncia abdominal, didmetro sagital abdominal, HOMA-

IR, leptina e proteina C reativa (Figuras 13 e 14).
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risco

Tabela 1 - Dados hemodinamicos, antropométricos e de fatores de
cardiometabdlico e adipocitocinas nos individuos obesos e eutroficos
Variveis Eutroficos (n=100) Obesos (n=100) px
M (n=50)/F (n=50) M (n=50)/F (n=50)

Idade (anos) 32,4+98 37,6 £10,2 <0,0001
IMC (kg/m®) 225+1,8 35,7+5,5 <0,0001
Circ. Abdominal (cm) 789+7,2 110,4 + 13,9 <0,0001
Circ. Quadril (cm) 94,3+7,6 111,2+9,4 <0,0001
RCQ 0,83+ 0,09 0,94 + 0,08 <0,0001
DSA (cm) 16,8 +3,1 24,0+ 3,6 <0,0001
PAS (mmHg) 117,4+11,4 128,6 + 14,6 <0,0001
PAD (mmHg) 71,7+78 79,8 +9,7 <0,0001
PAM (mmHg) 86,9 + 8,3 96 + 10,9 <0,0001
Colesterol (mg/dl) 1819+ 37,1 190,7 + 43,7 0,126
LDL-c (mg/dl) 108,1 + 31,2 120 + 39,3 0,02
HDL-c (mg/dl) 58,0 + 13,8 47,1+12,7 <0,0001
Glicemia (mg/dl) 88,1+7,9 92,9+10,1 <0,0001
Triglicerideos (mg/dl) 73 (59,50; 90) 106,5 (76,5; 149) <0,0001
Insulina (mU/1) 5,5 (3,4;7,5) 12,5 (8,3; 16) <0,0001
HOMA-IR 1,1 (0,8; 1,6) 2,8 (1,9; 3,6) <0,0001
Leptina (ug/ml) 3,8(1,3;9,2) 17,3 (9,1; 30,6) <0,0001
Adiponectina (ng/ml) 4,1 (2,44; 5,6) 2,2 (1,2; 3,5) <0,0001
Proteina C  Reativa 0,1(0,08; 0,2) 0,3 (0,1;0,7) <0,0001
(mg/dl)

Legenda: masculino (M); feminino (F); Indice de Massa Corporal (IMC); Relagio cintura/quadril
(RCQ); Diametro sagital abdominal (DAS); Presséo arterial sistlica (PAS); Pressdo arterial
diastélica (PAD); Pressdo arterial média (PAM); LDL-colesterol (LDL-c); HDL-colesterol

(HDL-c).

Nota: As variaveis leptina, adiponectina, HOMA-IR, insulina, proteina C reativa e triglicerideos nao
tiveram distribuicdo normal, sendo representadas como mediana (percentil 25; percentil 75),
sendo logaritmizadas (logl0) para analise estatistica. As demais varidveis sdo apresentadas

como média + desvio padrdo. *Teste T Stud

ent.
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Figura 13 - Comportamento do indice de massa corporal (A), circunferéncia
abdominal (B) e diametro sagital abdominal (C) entre os individuos
obesos, de acordo com o grau de obesidade
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Figura 14 - Distribuicdo dos valores do HOMA-IR (A), leptina (B) e a proteina C
reativa (C) entre os individuos obesos, de acordo com o grau de
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4.3 Andlises de correlacdo entre os niveis circulantes de adiponectina vs leptina,

variaveis antropomeétricas, hemodinamicas e fatores de risco cardiometabdlico

Foram feitas trés andlises de correlacao pelo teste de Spearman, utilizando-se o
grupo total, o grupo de obesos e o grupo controle (Tabela 2). Quando se avaliou o
grupo como um todo (n=200), a adiponectina de alto peso molecular se correlacionou
positiva e significativamente com HDL-colesterol e negativamente com circunferéncia
abdominal, circunferéncia de quadril, diametro sagital abdominal, insulina, HOMA-IR,
glicose, pressdo arterial sistolica, diastolica e média (Tabela 2 e Figura 15). No grupo
de obesos. as associacdes que permaneceram significativas foram entre a adiponectina
de alto peso molecular e circunferéncia abdominal (r: -0,29, P <0,05); HOMA-IR (r: -
0,31, P<0,01); glicose (r: -0,31, P<0,01); insulina (r: -0,23 P<0,01), RCQ (-0,27,
P<0,01) e HDL-colesterol (r: 0,41, P<0,0001). Nos eutroficos, correlacdes
significativas ocorreram entre os valores de adiponectina com a circunferéncia
abdominal (r: -0,22, P<0,05) e HDL-colesterol (r: 0,52, P<0,0001).

Tabela 2 - Anélises de correlagdo de Spearman entre adiponectina, variaveis
antropomeétricas, hemodinamicas e de fatores de risco cardiometabdlico
Adiponectina

Variaveis

Total | Obesos | Eutroficos

Homa-IR -0,36* -0,31# -0,02
Circ. Abdominal -0,43 * -0,29** -0,22**
RCQ -0,35* -0,27# -0,16
DSA -0,36* -0,17 -0,03
PAS -0,25* -0,18 -0,03
PAD -0,16** -0,07 0,08
PAM -0,21# -0,13 0,02
Glicose -0,26* -0,31# -0,06
Insulina -0,35* -0,23# 0,02
HDL-c 0,54* 0,41* 0,52*

Legenda: Relacdo cintura/quadril (RCQ); diametro sagital abdominal (DAS); Pressédo arterial sistolica
(PAS); Pressdo arterial diastdlica (PAD); Pressdo arterial média (PAM); HDL-colesterol
(HDL-).

Nota: * P<0,0001 # P<0,01** P<0,05.
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Figura 15 - Analise de correlacdo de Spearman entre os niveis de adiponectina e a
circunferéncia abdominal (A) e adiponectina e HDL-colesterol (B), no
grupo como um todo
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4.4 Determinantes dos niveis séricos de adiponectina

Em andlise de regressdo linear tipo stepwise, buscou-se avaliar quais seriam 0s
principais determinantes dos niveis séricos de adiponectina no grupo como um todo
(eutréficos e obesos). As seguintes varidveis foram analisadas: IMC, circunferéncia
abdominal, relacdo cintura/quadril, didmetro sagital abdominal, HOMA-IR, leptina, sexo,
idade e os polimorfismos estudados: -11391G/A, -11377 C>G, 45T>G e T517G(1164T).
Sexo, HOMA-IR, circunferéncia abdominal e a presenca do alelo polimoérfico -11391G/A
foram as variaveis determinantes dos niveis de adiponectina, com R?=29,2% (Tabela 3). As

demais foram automaticamente excluidas do modelo.

Tabela 3 - Andlise de regressdo linear stepwise com o0s niveis de adiponectina
considerados como variavel dependente

Variaveis B P
Circunferéncia abdominal -0,244 <0,01
Sexo (masculino) 0,252 <0,01
Polimorfismo -1139A/G (alelo A) 0,186 <0,01
HOMA-IR -0,181 <0,01

Nota: Model R? =29,2% (n=200).

Nas Figuras 16 e 17, as variaveis circunferéncia abdominal e HOMA-IR foram
divididas em tercis, avaliando-se, posteriormente, o0 comportamento da adiponectina
em relacdo a esses tercis. Os menores valores de adiponectina estdo alocados no maior

tercil de cintura abdominal e no de HOMA-IR.
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Figura 16 - Distribuicdo dos valores de adiponectina, em individuos eutroficos e obesos, de
acordo com os tercis de circunferéncia abdominal
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Figura 17 - Distribuicdo dos niveis de adiponectina de acordo com os tercis de
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Nota: Os menores valores de adiponectina aparecem no maior tercil de HOMA-IR. P*: anélise de

varidncia (ANOVA). P: teste post hoc de Bonferroni.
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4.5 Caracterizagéo dos polimorfismos no gene ADIPOQ

4.5.1 Analise molecular do polimorfismo -11391 G/A no gene ADIPOQ

Nos 100 individuos obesos observou-se a seguinte distribuicdo das frequéncias
genotipicas para o polimorfismo -11391 G/A no gene ADIPOQ: 84 gendtipo GG
(84%), 13 gendtipo GA (13%) e 3 genotipo AA (3%). A distribuicdo de gendtipos
observada nos 100 individuos eutréficos foi: 76 GG (76%), 22 GA (22%) e 2 AA
(2%). As frequéncias genotipicas nao diferiram significativamente entre os grupos
analisados (xz(l):2,91; P=0,23). Em relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg, os obesos
encontram-se em desequilibrio (x°=5,95; P<0.05) e os eutréficos em equilibrio
(x’1=0,08; P>0.05). A anélise das frequéncias genotipicas pelos modelos genéticos de
codominancia, dominancia e recessividade ndo demonstrou diferencas significativas entre os
dois grupos avaliados (Tabela 4). A distribuicdo das frequéncias alélicas para este
polimorfismo em obesos para o alelo G foi de 0,90 e para o alelo A, 0,10; em
eutroficos as frequéncias alélicas foram 0,87 e 0,13 para os alelos G e A,

respectivamente.
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Tabela 4 - Resultados da analise realizada pelo teste do y? para as variacdes
genotipicas para o polimorfismo -11391G/A no gene ADIPOQ
entre individuos obesos e eutréficos

Polimorfismo -11391G/A no gene ADPOQ

Obesos Eutroficos xIP
Gendtipos
Modelo de Codominéancia
GG 84 76 2,91/0,23
GA 13 22
AA 3 2
Modelo de Dominéancia
GG 84 76 2,0/0,15
GA + AA 16 24
Modelo de Recessividade
GG + GA 97 98 0,20/0,65
AA 3 2

4.5.2 Anélise molecular do polimorfismo -11377 C>G no gene ADIPOQ

Observou-se a seguinte distribuicdo das frequéncias genotipicas para o
polimorfismo -11391 G/A no gene ADIPOQ nos individuos obesos: 75 genétipo CC
(75%), 22 gendtipo CG (22%) e 3 gendtipo GG (3%). Nos eutroficos, essa distribuicéo
foi 66 CC (76%), 26 CG (22%) e 8 GG (2%). As frequéncias genotipicas observadas
nao diferiram significativamente entre os grupos analisados (x2(1)23,18; P=0,20). Quanto
ao equilibrio de Hardy-Weinberg, os obesos encontram-se em equilibrio (x2(1)20,75;
P>0.05) e os eutr6ficos em desequilibrio (x°1)=4,68; P<0.05). As frequéncias genotipicas
utilizando modelos de codominancia, dominancia e recessividade ndo mostrou diferencas
significativas entre os grupos (Tabela 5). Em obesos, a distribuicdo das frequéncias alélicas
para este polimorfismo foi de 0,86 para o alelo C e 0,14 para o alelo G. Quanto aos
individuos eutréficos, as frequéncias alélicas observadas foram 0,79 e 0,21 para 0s

alelos C e G, respectivamente.
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Tabela 5 - Resultados de analise feita pelo teste do y* para as variagdes
genotipicas do polimorfismo -11377C>G no gene ADIPOQ entre
individuos obesos e eutréficos

Polimorfismo e -11377C>G no gene ADPOQ

Obesos Eutréficos xIP
Gendtipos
Modelo de Codominéancia
CC 75 66 3,18/0,20
CG 22 26
GG 3 8
Modelo de Dominancia
CC 75 66 1,94/0,16
CG + GG 25 34
Modelo de Recessividade
CC+CG 97 92 2,40/0,12
GG 3 8

4.5.3 Anélise molecular do polimorfismo ¢.45T>G no gene ADIPOQ

Nos individuos obesos observou-se a seguinte distribuicdo das frequéncias
genotipicas para o polimorfismo 45T>G: 77 gendtipos TT (77%), 22 gendtipo TG
(22%) e 1 gendtipo GG (1%); essa distribuicdo nos eutroficos foi 73 CC (73%), 24 CG
(24%) e 3 GG (3%). Essas frequéncias ndo diferiram significativamente entre os dois
grupos analisados (x2(1)21,19; P=0,55) e ndo apresentaram desvios significativos em
relacdo ao esperado para o equilibrio de Hardy-Weinberg, tanto entre os obesos
(x2(1)20,17; P>0,05), quanto entre os eutroficos (x2(1)20,35; P>0,05). A anélise das
frequéncias genotipicas, utilizando modelos genéticos de codominancia, dominancia e
recessividade, também n&o demonstrou diferencas significativas entre os dois grupos
avaliados (Tabela 6). A distribuicdo das frequéncias do alelo T para este polimorfismo
em individuos obesos foi de 0,88 e para o alelo G, 0,12; para os eutréficos, as

frequéncias foram de 0,85 e 0,15 para os alelos T e G, respectivamente.
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Tabela 6 - Resultados da analise realizada pelo teste do y? para as variacdes
genotipicas do polimorfismo c¢.T45G no gene ADIPOQ entre
individuos obesos e eutréficos

Polimorfismo ¢. T45G no gene ADPOQ

Obesos Eutréficos xIP
Gendtipos
Modelo de Codominéancia
TT 77 73 1,19/0,55
TG 22 24
GG 1 3
Modelo de Dominancia
TT 77 73 0,51/0,41
TG + GG 23 27
Modelo de Recessividade
TT+TG 99 97 1,02/0,31
GG 1 3

4.5.4 Anélise molecular do polimorfismo T517G (1164T) no gene ADIPOQ

Na presente amostra, apenas um individuo eutréfico foi identificado como
heterozigoto (TG). Todos os demais 199 foram caracterizados como selvagens,
homozigotos TT, ndo sendo, portanto, possivel realizar analises quanto a frequéncia

genotipica desse polimorfismo.
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4.6 Analise de associacdo entre variantes do gene da adiponectina (ADIPOQ): -11391
GIA, -1377 CI/G, +45T/G e 1164T e os niveis de adiponectina de alto peso molecular e

fatores de risco cardiometabdlico

4.6.1 Polimorfismo -11391G/A no gene ADIPOQ

Na Tabela 7, apresentam-se as associacOes entre o polimorfismo -11391G/A e fatores
de risco cardiometabdlico e niveis circulantes de adiponectina e leptina. Tendo em vista a
baixa frequéncia do genotipo AA (homozigoto polimorfico), optou-se pela analise da
distribuicéo alélica, sendo os individuos divididos em carreadores e ndo carreadores do alelo
mutante. Observou-se diferencas significativas entre os grupos, quanto aos valores de presséo
arterial sistolica, glicemia de jejum, relacdo cintura/quadril e adiponectina de alto peso
molecular Houve tendéncia do grupo carreador em apresentar os maiores valores de HDL-
colesterol.

Anélise adicional, dividindo o grupo em eutroficos e obesos, com posterior
classificacdo entre carreadores e ndo carreadores do alelo mutante mostrou que os individuos
obesos e carreadores do alelo mutante A do polimorfismo -11391 G/A apresentaram 0S
menores valores de pressdo arterial sistélica, glicemia e maiores valores de adiponectina de
alto peso molecular quando comparados aos individuos obesos homozigotos GG (Figura 18).
Quanto ao grupo de eutroficos, essa diferenca somente foi observada nos niveis de
adiponectina de alto peso molecular (Tabela 8 e Figura 19).

4.6.2 Polimorfismo -11377C>G no gene ADIPOQO

A Tabela 9 apresenta 0 comportamento das variaveis hemodindmicas e
antropométricas, fatores de risco cardiometabolico e niveis circulantes da adiponectina,
leptina e proteina C- reativa, em relacdo ao polimorfismo -11377C>G na populagdo como um
todo. Pela baixa frequéncia do genotipo GG (homozigoto polimérfico), optamos por realizar

as analises de acordo com a distribuicéo alélica, sendo os individuos divididos em carreadores
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e ndo carreadores do alelo mutante. Foram observadas diferengas significativas entre os
grupos, nos valores de pressdo arterial sistdlica, diastélica e média.

A Tabela 10 é uma anélise comparativa entre carreadores e ndo carreadores do alelo
mutante G do polimorfismo -11377C>G em individuos obesos e eutréficos. Os obesos
polimorficos apresentaram menores niveis de pressdo arterial diastolica e média quando
comparados aos obesos selvagens. No grupo eutrofico, individuos polimérficos exibiram

maiores valores da relacdo cintura/quadril, quando comparados aos eutroficos selvagens.

Tabela 7 - Dados antropométricos, fatores de risco cardiometabdlico, niveis circulantes de
adiponectina, leptina e proteina C reativa de acordo com a distribuicdo alélica do
polimorfismo -11391G/A na populacdo como um todo

Polimorfismo -11391G/A no gene ADP

Variaveis GG (N=160) GA + AA (N=40) pP*
IMC (kg/m°) 29,5+8,0 27,4+ 6,6 0,12
Circ. Abdominal (cm) 95,7+19,5 90,5+17,8 0,12
Circ. Quadril (cm) 106,1 + 16,0 104,3 + 13,1 0,50
RCQ 0,89+ 0,10 0,85+ 0,10 0,03
DSA (cm) 20,8 +5,1 19,3+4,5 0,09
PAS (mmHg) 1239+ 14,9 119,3 +10,5 0,02
PAD (mmHg) 75,6 + 10,0 76,3+8,3 0,71
PAM (mmHg) 91,7 +11,2 90,4 + 8,4 0,49
Glicemia (mg/dl) 91,4+95 87,0+8,2 <0,01
Colesterol (mg/dl) 186,7 +42,1 184,6 + 34,5 0,76
HDL-c (mg/dl) 51,6 +14,0 56,4 + 15,1 0,06
LDL-c (mg/dl) 1148 + 37,4 111,1+31,3 0,56
Triglicerideos (mg/dl) 85 (65; 123) 87 (60; 123,5) 0,26
Insulina (mU/1) 7,8 (5,3; 13) 8,1(4,4;12,2) 0,49
HOMA-IR 1,7 (1,1; 3,0) 1,7 (0,9; 2,7) 0,25
Leptina (ug/ml) 9,1(2,6; 20,5) 9,18 (4,2; 16,9) 0,57
Adiponectina (ng/ml) 2,8 (1,6; 4,3) 4,0 (2,1; 6,5) <0,0001
Proteina C Reativa (mg/dl) 0,20 (0,1; 0,5) 0,2 (0,1;0,4) 0,95

Legenda: indice de Massa Corporal (IMC); Relagdo cintura/quadril (RCQ); DSA: Diametro sagital
abdominal (DSA); Pressdo arterial sistlica (PAS); Pressdo arterial diastdlica (PAD); Pressédo
arterial média (PAM); LDL-colesterol (LDL-c); HDL-colesterol (HDL-c).

Nota: As variaveis leptina, adiponectina, HOMA-IR, insulina, proteina C reativa e triglicerideos ndo
tiveram distribuicdo normal, sendo representadas como mediana (percentil 25; percentil 75) e
logaritmizadas (log10) para anélise estatistica. As demais variaveis sdo apresentadas como média
+ desvio padrdo. *Teste T Student.
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Tabela 8 - Valores de indices antropométricos, fatores de risco cardiometabolico, niveis
circulantes de adiponectina, leptina e proteina C reativa de acordo com a
distribuicdo alélica do polimorfismo -11391G/A em eutrdficos e obesos

Eutrdficos Obesos
Variaveis GG GA + AA GG GA + AA P
(N=76) (N=24) (N=84) (N=16)
IMC (kg/m®) 225+1,8 225+1,9 35,9 +5,83 34,9+33 <0,0001
Circ.  Abdominal  79,3+7,1 778+74 110,5 + 14,7 109,6 +9,5 <0,0001
(cm)
Circ. Quadril (cm) 94,0 + 8,3 95,2+49 117,2 +13,0 118,0 + 8,7 <0,0001
RCQ 0,84 + 0,10 0,81 + 0,08 0,94 + 0,08 0,93 + 0,09 <0,0001
DSA (cm) 16,8 + 3,0 16,1 +3,1 24,4 +3,1 235+3,1 <0,0001
PAS (mmHg) 1175+ 12,0 117,1+9,6 129,7 +14,1 122,7 +11,2* <0,0001
PAD (mmHg) 712+7,8 734 +7,7 79,7 +10,2 80,7+7,0 <0,0001
PAM (mmHg) 86,6 + 8,5 87,8+7,6 96,3+11,4 94,4 +38,1 <0,0001
Glicemia (mg/dl) 88,5+7,8 86,9 + 8,3 94,0+10,1 87,2 +8,3* 0,001
Colesterol (mg/dl) 181,3+ 37,4 183,8 + 36,9 191,6 + 45,7 185,8 + 31,6 0,445
HDL-c (mg/dl) 56,7 + 13,8 62,1+ 13,2 47,0+12,6 47,7+13,9 <0,0001
LDL-c (mg/dl) 108,9 + 33,1 105,6 + 28,5 120,1 + 40,3 1195+ 34,4 0,13
Triglicerideos 73,5(60;88) 71,5(59,5;107) 106 (75,5;151,5)  106,5(87;125,5)  <0,0001
(mg/dl)
Insulina (mU/I) 54 (3,4;7,6) 55(3,5;7,1) 12,3 (7,7; 15,5) 14,4 (10,3; 16,4)  <0,0001
HOMA-IR 1,2(0,7;1,6) 1,17 (0,78;1,5) 2,8 (1,7; 3,6) 2,8 (2,4; 3,6) <0,0001
Leptina (ug/ml) 3,1(0,9;9,1) 6,1(2,2;9,7) 18 (7,8; 30,9) 16,5(12,8;25,8)  <0,0001
Adiponectina 4,0 (2,5;5,4) 5,5 (1,6; 8,6) 1,8(1,1; 3,3) 3,6 (2,8;4,8)* <0,0001
(ng/ml)
PCRt (mg/dl) 0,1(0,1;0,2) 0,11(0,1;0,21) 0,3(0,1;0,7) 0,6 (0,3;1,2) <0,0001

Legenda: Indice de Massa Corporal (IMC); Relacio cintura/quadril (RCQ); Diametro sagital abdominal
(DSA); Pressdo arterial sistélica (PAS); Pressdo arterial diastolica (PAD); Pressdo arterial
média (PAM); LDL-colesterol (LDL-c); HDL-colesterol (HDL-c); Proteina C Reativa (PCRY).

Nota: As variaveis leptina, adiponectina, HOMA-IR, insulina, proteina C reativa e triglicerideos nao

tiveram distribuicdo normal, sendo representadas como mediana (percentil 25; percentil 75),
sendo logaritmizadas (log10) para analise estatistica. As demais variaveis sdo apresentadas como
média + desvio padrdo. P, analise de variancia (ANOVA) entre os grupos; *Comparacdo entre 0s
obesos P<0,05 (Teste post hoc Bonferroni).
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Figura 18 - Comportamento da pressao arterial sistélica em individuos eutréficos e obesos em

relagdo aos carreadores do alelo mutante A do polimorfismo -11391G/A
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Eutréficos carreadores (GA +AA) . Obesos carreadores (GA +AA)

Nota: Py s2vs3vs4: analise de variancia (ANOVA). Demais P, teste post hoc de Bonferroni.

Figura 19 - Distribuicéo dos niveis de adiponectina entre eutréficos e obesos de acordo com a

presenca do alelo mutante A no polimorfismo -11391 G/A
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Nota: Py ys2vs3vs4: analise de variancia (ANOVA). Demais P, teste post hoc de Bonferroni.
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Tabela 9 - Dados hemodinamicos e antropometricos, valores dos fatores de risco

cardiometabdlico e adipocitocinas observados na populagdo como um todo
(n=200) de acordo com o polimorfismo -11377C>G no gene ADIPOQ

Variaveis Polimorfismo -11377G/A no gene ADIPOQ pP*
CC (N=141) CG + GG (N=59)

IMC (kg/m°) 29,3+7,6 28,7 +8,2 0,61
Circ. Abdominal (cm) 95,4 +19,2 92,9+19,3 0,41
Circ. Quadril (cm) 106,7 + 15,1 103,6 + 16,2 0,20
RCQ 0,88 + 0,10 09+0,1 0,71
DSA (cm) 20,7+5,1 199+48 0,30
PAS (mmHg) 124,1 + 14,9 120,2 +12,0 0,04
PAD (mmHg) 76,6 +9,7 73,7+9.3 0,03
PAM (mmHg) 92,4+11,0 89,0+9,6 0,04
Glicemia (mg/dl) 91,1 +10,0 89,0+75 0,14
Colesterol (mg/dl) 188,7 + 42,7 180,7 + 34,8 0,20
HDL-c (mg/dl) 52,7+14,9 52,1+13,0 0,79
LDL-c (mg/dl) 1153+ 37,4 111,0 + 33,3 0,44
Triglicerideos (mg/dl) 67 (80; 124) 62 (76; 123) 0,16
Insulina (mU/1) 8,3 (5,4; 13) 7,4 (3,7;12,6) 0,31
HOMA-IR 1,8 (1,1; 3,0) 1,6 (0,7; 2,7) 0,27
Leptina (ug/ml) 3,5(10,8; 20,2) 1,7 (6,16; 17,2) 0,30
Adiponectina (ng/ml) 3,3(1,6;4,9) 2,9 (1,6; 4,2) 0,53
Proteina C Reativa (mg/dl) 0,2 (0,1;0,4) 0,2 (0,1;0,7) 0,08

Legenda: Indice de Massa Corporal (IMC); Relagéo cintura/quadril (RCQ); Didmetro sagital abdominal
(DSA); Pressdo arterial sist6lica (PAS); Pressdo arterial diastélica (PAD); Pressdo arterial
média (PAM); LDL-colesterol (LDL-c); HDL-colesterol (HDL-c).

Nota: As variaveis leptina, adiponectina, HOMA-IR, insulina, proteina C reativa e triglicerideos nao

tiveram distribuicdo normal, sendo representadas como mediana (percentil 25; percentil 75),
sendo logaritmizadas (log10) para andlise estatistica. As demais variaveis sdo apresentadas como
média + desvio padrdo; *Teste T Student.



84

Tabela 10 - Dados valores de variaveis hemodinamicas e antropométricas, fatores de risco
cardiometabdlico e adipocitocinas avaliados em individuos obesos e eutréficos
de acordo com o polimorfismo -11377 C>G no gene ADIPOQ

Eutréficos Obesos
Variaveis CcC CG + GG CcC CG + GG P
(N=66) (N=34) (N=75) (N=25)
IMC (kg/m®) 226+18 22,4+1.8 352+55 37,3+5,.2 <0,0001
Circ. Abdominal 78,5+7,2 79,8+7,1 110,2 + 13,4 110,9 + 16,0 <0,0001
(cm)
Circ. Quadril (cm) 95,2 +6,7 92,4 +8,9 116,8 + 13,6 1189+ 10,4 <0,0001
RCQ 0,82+0,08 0,86 +0,11** 0,94 + 0,08 09+0,1 <0,0001
DSA (cm) 16,6 +3,0 170+3,1 24,3+3,5 23,9+38 <0,0001
PAS (mmHg) 1176 +12,1 116,9 + 10,1 129,9 + 14,9 124,6 + 13,2 <0,0001
PAD (mmHg) 71,9+7,7 71,7+7,6 80,9 +9,2 76,5 +10,8* <0,0001
PAM (mmHg) 86,9 +8,4 86,9 + 8,2 97,4 + 10,8 91,9 +10,3* <0,0001
Glicemia (mg/dl) 89,0+8,1 86,4 +7,3 93,0+11,2 92,6 +6,2 0,002
Colesterol (mg/dl) 182,4 + 38,0 180,8 + 35,8 194,2 + 46,1 180,4 + 34,1 0,212
HDL-c (mg/dl) 59,7 + 14,4 54,7+11,9 46,6 + 12,5 48,6 + 13,7 <0,0001
LDL-c (mg/dl) 107,2 +31,8 109,8 + 32,7 122,5 + 40,6 118,8 + 34,8 0,075
Triglicerideos 74 (54; 90) 70 (62; 97) 107 (84; 150) 95 (73; 124) <0,0001
(mg/dl)
Insulina (mU/I) 54(3,8;75) 56(29;75) 12,5 (8,5; 16,1) 12,6 (8; 15,1) <0,0001
HOMA-IR 1,2 (0,8; 1,6) 1,1(0,6; 1,6) 2,8(1,9; 3,6) 2,7 (1,8;3,5) <0,0001
Leptina (ug/ml) 51(1,6;10,3) 2,3(0,6;6,0) 17,7 (9,7;31,2) 17,1 (6,6; 30,6) <0,0001
Adiponectina (ng/ml) 4,2 (2,3; 5,8) 3,9(2,4;55) 2,3(1,1;37) 1,9(1,3;2,9) <0,0001
PCRt (mg/dI) 0,1(0,1;0,2) 0,1(0,1;0,3) 0,3(0,2;0,7) 0,5(0,1;0,7) <0,0001

Legenda: Indice de Massa Corporal (IMC); Relagéo cintura/quadril (RCQ); Didmetro sagital abdominal
(DSA); Pressdo arterial sistdlica (PAS); Pressdo arterial diastolica (PAD); Pressdo arterial
média (PAM); LDL-colesterol (LDL-c); HDL-colesterol (HDL-c); Proteina C Reativa (PCRt).

Nota: As variaveis leptina, adiponectina, HOMA-IR, insulina, proteina C reativa e triglicerideos nao

tiveram distribuicdo normal, sendo representadas como mediana (percentil 25; percentil 75),
sendo logaritmizadas (log10) para analise estatistica. As demais varidveis sdo apresentadas como

média + desvio padréo.

P, andlise de variancia (ANOVA) entre os grupos; *Comparacao entre 0s obesos P<0,05 (Teste post
hoc Bonferroni) **Comparacéo entre os eutroficos (Teste post hoc Bonferroni), P<0,05.

4.6.3 Polimorfismo ¢.45T>G no gene ADIPOQ

A Tabela 11 mostra os resultados das variaveis hemodindmica e antropomeétricas, dos

fatores de risco cardiometabdlico e dos niveis das adipocitocinas, em individuos obesos e

eutroficos, de acordo com o polimorfismo ¢.45T>G. Por causa da baixa frequéncia do

genotipo GG (homozigoto polimorfico), as analises foram realizadas de acordo com a

distribuicdo alélica, sendo os individuos divididos em carreadores e ndo carreadores do alelo

mutante G. Nenhuma associacdo significativa foi encontrada entre os dois grupos. Quando o

grupo foi separado em obesos e eutréficos e subsequentemente classificados em carreadores e

ndo carreadores do alelo mutante G, evidenciou-se que somente os eutroficos carreadores do
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alelo mutante apresentaram maiores valores de diametro sagital abdominal (Tabela 12). Nao

foram encontradas diferencas significativas nas demais variaveis.

Tabela 11 - Dados hemodindmicos e antropométricos e niveis de variaveis de risco

cardiometabdlico e adipocitocinas observados na populagdo estudada (n=200),
de acordo com o polimorfismo ¢.T45G no gene ADIPOQ

Variaveis

Polimorfismo c.45tg no gene ADP

P*

TT (N=150) TG + GG (N=50)
IMC (kg/m°) 293+7,9 28,6 +7,1 0,56
Circ. Abdominal (cm) 94,8 + 19,7 94,3+18,0 0,86
Circ. Quadril (cm) 106,0 + 16,1 105,1 + 13,6 0,71
RCQ 0,88 + 0,10 0,89 +0,11 0,78
DSA (cm) 20,4 +5,.2 20,8 +45 0,66
PAS (mmHg) 123,7 + 14,3 120,7 + 13,8 0,19
PAD (mmHg) 76,3 + 10,2 74,3 +8,0 0,22
PAM (mmHg) 919+11,0 90,0 +9,6 0,29
Glicemia (mg/dl) 90,7 +9,4 89,9+9,.2 0,60
Colesterol (mg/dl) 188,2 + 41,8 180,8 + 36,7 0,27
HDL-c (mg/dl) 52,6 +14,5 52,3+14,0 0,90
LDL-c (mg/dl) 115,7+ 37,1 109,1 + 33,4 0,26
Triglicerideos (mg/dl) 87 (63; 124) 83,5 (64; 114) 0,67
Insulina (mU/1) 7,8 (4,7;13,4) 7,7 (5,9; 10,5) 0,51
HOMA-IR 1,7 (0,1; 3,0) 1,7 (119; 2,3) 0,60
Leptina (ug/ml) 8,7 (2,6; 18,1) 11,3 (3,7; 21,3) 0,60
Adiponectina (ng/ml) 2,8 (1,6; 4,4) 3,5(1,8; 5,6) 0,15
Proteina C Reativa (mg/dl) 0,2 (0,1; 0,6) 0,16 (0,1; 0,3) 0,08

Legenda: Indice de Massa Corporal (IMC); Relagéo cintura/quadril (RCQ); Didmetro sagital abdominal
(DSA); Pressdo arterial sist6lica (PAS); Pressdo arterial diastélica (PAD); Pressdo arterial
média (PAM); LDL-colesterol (LDL-c); HDL-colesterol (HDL-c).

Nota: As variaveis leptina, adiponectina, HOMA-IR, insulina, proteina C reativa e triglicerideos ndo

tiveram distruibuicdo normal, sendo representadas como mediana (percentil 25; percentil 75),
sendo logaritmizadas (log10) para andlise estatistica. As demais variaveis sdo apresentadas
como média + desvio padrdo. *Teste T Student.
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Tabela 12 - Niveis de pressdo arterial, variaveis antropométricas e valores dos fatores
cardiometabdlicos e adipocitocinas observados entre os individuos obesos e

eutréficos de acordo com o polimorfismo ¢.T45G no gene ADIPOQ

Eutroficos Obesos
Variaveis TT TG + GG TT TG + GG P
(N=73) (N=27) (N=77) (N=23)
IMC (kg/m?) 223+19 231+1,3 359+55 35,1+54 <0,0001
Circ. Abdominal 785+ 7,7 80,2 +5,3 110,2+ 14,4 110,8+12,6  <0,0001
(cm)
Circ. Quadril (cm) 939+7,9 95,2 +6,8 1175+ 13,2 116,7 +9,8 <0,0001
RCQ 0,83 + 0,09 0,8+0,1 0,93 + 0,08 0,94 + 0,07 <0,0001
DSA (cm) 16,3 + 3,0 18,0 + 2,9** 243+35 24,0+ 3,7 <0,0001
PAS (mmHg) 1179+11,3 1160+ 11,7 129,3 + 14,7 126,2 + 14,2  <0,0001
PAD (mmHg) 71,7+8,1 718+7,1 80,6 + 10,0 77,4 +8,1 <0,0001
PAM (mmHg) 86,9 +8,5 86,7 + 8,0 96,6 + 11,2 94,0+ 10,2 <0,0001
Glicemia (mg/dl) 88,5+8,2 870+7,2 92,8+10,1 93,3+10,3 0,003
Colesterol (mg/dl) 182,4+386  180,5+ 33,2 193,6 + 44,2 181,2 + 41,3 0,259
HDL-c (mg/dl) 57,9+ 13,8 58,3+ 14,0 476+ 134 454 +105 <0,0001
LDL-c (mg/dl) 109,2+33,1 105,1+29,0 121,9+ 39,8 113,8 + 37,9 0,087
Triglicerideos 72 (55; 89) 78 (62; 100) 107 (80; 149) 92 (73;136)  <0,0001
(mg/dI)
Insulina (mU/I) 5,3 (3,3; 6,6) 6 (3,8; 8,2) 13 (8,8; 15,9) 2,8(1,4;3,7) <0,0001
HOMA-IR 1,1(0,7; 15 14(08;1,8) 3,0 (2,0; 3,6) 2,1(1,8;3,6) <0,0001
Leptina (pug/ml) 3,1(1,3;84) 5,3(1,6;13,6) 17,2 (8,8; 18,8 (11; 25,8) <0,0001
31,1)
Adiponectina 39(23;55) 4,8(2)9;6,5) 2,1(1,2; 3,5) 2,8(1,4;3,7 <0,0001
(ng/ml)
PCRt (mg/dl) 0,1(0,102 01(0,1;021) 04(,2;0,7 031(0,1;04) <0,0001

Legenda: Indice de Massa Corporal (IMC); Relagéo cintura/quadril (RCQ); Didmetro sagital abdominal
(DSA); Pressdo arterial sistolica (PAS); Pressdo arterial diastolica (PAD); Pressdo arterial
média (PAM); LDL-colesterol (LDL-c); HDL-colesterol (HDL-c).; Proteina C Reativa

(PCRY).

Nota: As variaveis leptina, adiponectina, HOMA-IR, insulina, proteina C reativa e triglicerideos néo
tiveram distribuicdo normal, sendo representadas como mediana (percentil 25; percentil 75),
sendo logaritmizadas (log10) para analise estatistica. As demais variaveis sdo apresentadas como
média + desvio padrdo. P, andlise de variancia (ANOVA) entre os grupos; *Comparacao entre 0s
obesos P<0,05 (Teste post hoc Bonferroni) **Comparacdo entre os eutréficos (Teste post hoc
Bonferroni) P<0,05.
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5 DISCUSSAO

5.1 Principais achados

A maior parte dos estudos que avaliaram os polimorfismos de nucleotideo Unico
(SNP) no gene ADIPOQ se referem as possiveis associacfes dos mesmos com diabetes tipo 2
e doenca cardiovascular. Poucos trabalhos foram realizados com o objetivo de se determinar
possiveis associacGes entre esses SNP e obesidade. Ademais, a maioria dos mesmos foi
realizada em populacdes de Caucasianos, Asiaticos, Arabes e Afro-americanos. A julgar pela
revisao da literatura corrente, 0 nosso estudo é o primeiro a examinar, sistematicamente, em
uma populacdo multiétnica adulta, a associagdo entre os principais SNPs no gene ADIPOQ e
o fendtipo obeso.

Assim, avaliou-se a prevaléncia de alelos polimdrficos -11391 G>A, -11377C>G e
+45T>G no gene ADIPOQ na populacdo estudada, ndo se constatando diferenca
significativa quanto a frequéncia desses alelos em obesos e eutroficos.

Esses achados estdo de acordo com o que se tem observado em muitos estudos sobre o
papel de SNP de genes candidatos a obesidade. Centenas de SNP ja foram identificados como
potenciais candidatos a associacdo com o fen6tipo obeso. Um exemplo classico € a expressiva
variedade de SNPs para 0 gene da pré-progrelina — um importante peptideo que aumenta o
apetite —, em que nenhum deles (polimorfismos) efetivamente se associou com 0 aumento do
IMC ou com a sindrome metabdlica (Gil-Campos et al., 2006). Embora se reconheca que
certas mutacGes em um Unico gene podem eventualmente deixar os individuos vulneraveis a
obesidade, a grande maioria de obesos reflete a interacdo entre multiplos genes e 0 meio
ambiente propicio ao excesso de consumo de nutrientes e baixo dispéndio energético.

Ainda que algumas evidéncias tenham até mostrado que SNP de genes candidatos a
obesidade podem contribuir para a epidemia de excesso de peso dos dias atuais, essa
contribuicdo é pequena diante de um meio ambiente notavelmente obesigeno. Mesmo 0s
indios Pima do México, particularmente vulneréaveis a obesidade e diabetes tipo 2, por conta
de SNP no peptideo YY (PYY), em seu receptor Y2 (Y2R) e de outros genes como o
ARHGEFII, quando mudam seu estilo de vida, passando a consumir nutrientes mais
apropriados as suas necessidades e a realizarem atividade fisica vigorosa, acabam por exibir

um fenotipo completamente distinto de seus ancestrais (Ma et al., 2005, 2007).
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O ponto de destaque de nosso trabalho foi a correlagcdo que se estabeleceu entre 0s
SNP no gene ADIPOQ com os fatores de risco cardiometabdlico tradicionais e com 0s niveis
de adiponectina. Assim, carreadores do alelo mutante A do polimorfismo -11391 G>A
apresentaram maiores valores de adiponectina, 0s menores niveis de pressao arterial sistolica,
glicemia de jejum e maiores concentragdes de HDL-colesterol, caracterizando um melhor
perfil metabdlico. Ressalte-se que este achado é original na literatura. Adicionalmente,
demonstrou-se, também, que os carreadores do alelo mutante G, do polimorfismo -11377
C>G, exibiram o0s menores niveis de pressdo arterial sistolica, diastdlica e média,
contrapondo-se aos dados da literatura registrados em populag@es Asiatica e Caucasiana que
mostraram associagdo dessa variante genética com valores elevados de pressdo arterial (Avery
etal., 2011; Ong et al., 2010).

Por ultimo, a constatacdo, em conformidade com extensa literatura (Bennasar-Veny et
al., 2013; Feélix-Redondo et al., 2013; Lichtash et al., 2013) de significativas disparidades nas
variaveis metabolicas e hemodindmicas entre eutrdficos e obesos. Mostrou-se, também, as
associacOes entre valores plasmaticos de adiponectina com os fatores de risco cardiovascular
e metabolico e que sexo, circunferéncia da cintura, HOMA-IR e a presenca do polimorfismo -
11391 G>A foram os determinantes, em modelo estatistico apropriado, pela variagdo dos

niveis de adiponectina.

5.2 Polimorfismo -11391 G>A do gene da ADIPOQ vs adiposidade, vs fendtipo de risco

cardiometabdlico

Preliminarmente, analisou-se o efeito que esse polimorfismo teria na adiposidade,
comparando-se a frequéncia alélica entre individuos eutroficos e obesos. Ambos os grupos
tiveram uma prevaléncia semelhante do alelo polimorfico A: 24% e 16%, respectivamente,
sem significancia estatistica. Pelo menos nessa populacdo de adultos e de caracteristicas
multiétnicas, esse polimorfismo ndo se associou ao excesso de peso Tabela 4 (f. 76). Poucos
trabalhos na literatura registram efeito dessa variante genética na obesidade e os resultados
sdo dispares. Assim, Morandi et al. (2010), em estudo transversal com 1852 criancas,
mostraram que os portadores da variante genética -11391 G>A apresentavam 0S maiores
valores de IMC, embora também exibissem concentra¢fes mais elevadas de adiponectina

sérica que os individuos ndo carreadores. Nesse grupo de individuos, o aumento na
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concentragdo de adiponectina, ndo esteve associado com maior risco de obesidade ou seus
fendtipos relacionados. Por outro lado, Goyenechea et al. (2009), em um estudo longitudinal
com 180 espanhois obesos, com acompanhamento de 1 ano e meio, demonstraram que a
presenca do alelo polimdrfico A protegia quanto ao aumento de peso.

Em um segundo momento, estudou-se a relacdo do alelo polimorfico A com os niveis
circulantes de adiponectina e com os fatores de risco cardiometabolico. Mostrou-se que
individuos carreadores do alelo mutante (n=40), apresentavam um melhor perfil
cardiometabdlico, ja que exibiram os menores valores de relacdo cintura/quadril, glicemia de
jejum e niveis de pressdo arterial sistdlica e maiores concentracbes de HDL-colesterol e
adiponectina de alto peso molecular, quando comparados com aqueles ditos selvagens (Tabela
7, f. 80).

Quando esses achados sdo cotejados com os da literatura, hd que se notar o pequeno
ndmero de publicacbes que correlacionaram esse polimorfismo com os fatores de risco
cardiometabdlico. Assim, Henneman et al. (2010), em estudo transversal com 1258 homens e
967 mulheres Caucasianas demonstraram que o alelo polimérfico A se associou com aumento
na concentracdo sérica de adiponectina, ndo havendo, porém, diferencas expressivas quanto
aos valores de HDL-colesterol, triglicerideos, glicemia de jejum e pressdo arterial. Em uma
populacdo brasileira da cidade de S&o Paulo, cujas caracteristicas étnicas ndo foram
mencionadas, Oliveira et al. (2012) demonstraram em 653 individuos (447 homens) que 0
alelo polimorfico A se associou com aumento na concentracao de adiponectina de alto peso
molecular. Entretanto, ndo houve nenhuma associacdo entre a presenca de polimorfismo e
evidencias de doenca coronariana, avaliada por cinecoronariografia. Por outro lado, Zhang et
al. (2011), em estudo transversal em uma populacéo chinesa, ndo observaram associacéo entre
esse polimorfismo e hipertensdo arterial. Também, recentemente, Chiodini et al. (2010) em
estudo caso-controle com 2008 Caucasianos da regido norte da Italia (Mildo), avaliaram
possiveis associacdes entre infarto agudo do miocardio, diabetes e variantes no gene ADIPOQ
(-11391 G/A, -11377CIG, 276G>T e 45T>G). Somente ocorreu associacao significativa entre
a variante polimérfica 276G>T e infarto agudo do miocéardio, ndo havendo nenhuma outra
associacao entre as demais variantes genéticas e o desfecho mencionado.

Quando a populacdo de nosso estudo foi analisada como subgrupos de obesos e
eutroficos, foram os obesos carreadores do alelo mutante A os que apresentaram 0S menores
valores de pressdo arterial sistélica (Figura 18, f. 82) e glicemia de jejum e os maiores valores
de adiponectina de alto peso molecular (Figura 19, f. 82), comparando-se com 0s obesos

selvagens. Essa constatacdo sugere que a presenca do alelo polimérfico A contribui, mesmo
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no subgrupo de obesos, para um fenotipo metabdlico e hemodindmico mais saudavel. Esse
resultado reforca achados anteriores de nosso grupo que demonstrou que nem todos os obesos
tém um perfil de risco semelhante para desenvolverem hipertensdo arterial e diabetes tipo 2
(Genelhu et al., 2009)

5.3 Polimorfismo -11377C>G do gene da ADIPOQ vs adiposidade, vs fendtipo de risco

cardiometabdlico

A semelhanca da analise anterior, avaliou-se que efeitos a presenca do alelo
polimérfico G, da variante genética -11377C>G, exerceria sobre a populacdo de eutroficos
e obesos, buscando identificar uma possivel associa¢do entre a obesidade e a presenca desse
polimorfismo. A frequéncia do alelo polimorfico foi muito semelhante nos dois grupos: 34%
nos eutréficos e 25%, nos obesos, sem significancia estatistica, evidenciando-se, assim, que
esse polimorfismo ndo se associa a maior vulnerabilidade para o desenvolvimento de
obesidade na populacdo por nos avaliada (Tabela 5, f. 77).

A maior parte dos trabalhos disponiveis na literatura tenta responder se a presenca
desse polimorfismo seria um preditor de risco de diabetes mellitus tipo 2 e doenca
cardiovascular, sendo exiguos os dados que se referem ao risco de desenvolvimento de
obesidade. Nicolau (2008), em um estudo transversal com 312 criancas e adolescentes do
municipio de Sao Paulo, demonstrou que a presenca do alelo polimérfico G se associou com
maior risco de adiposidade central. Alkhateeb et al. (2013), em estudo transversal com 420
diabéticos e 230 controles jordanenses de origem Arabe, demonstrou que esse polimorfismo
se associou ao maior risco de diabetes tipo 2 em individuos obesos. De forma semelhante,
Wang et al. (2009) em um estudo transversal com 338 pacientes diabéticos e 460 controles de
uma populacéo chinesa, demonstraram que a presenca desse polimorfismo se relacionou ao
maior risco de diabetes, porém esse risco somente ocorreu na populacdo obesa.

Posteriormente, analisou-se em nossa amostra como um todo, o0 comportamento dos
individuos carreadores do alelo mutante G em relagéo aos fatores de risco cardiometabdlico e
niveis circulantes da adiponectina. Os carreadores do alelo mutante (n=59) apresentaram 0s
menores valores de pressdo arterial sistdlica, diastdlica e média, quando comparados aos
individuos ditos selvagens, embora ambos 0s grupos, tanto de carreadores, como de ndo

carreadores, exibissem valores considerados normais de pressao arterial (pressdo arterial
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sistolica < 140 mmHg e pressdo arterial diastdlica < 90 mmHg) (Tabela 9, f .83). Para melhor
entendimento desse efeito protetor, obesos e eutroficos foram avaliados separadamente. Nao
encontramos diferencas nos niveis de pressao arterial sistdlica, diastolica e media, entre 0s
individuos selvagens e polimérficos eutroficos. Entretanto, no grupo de obesos, esse
polimorfismo parece exercer um papel protetor, visto que os individuos polimdrficos
apresentaram menores niveis de pressdo diastélica e meédia, quando comparados aos
eutroficos (Tabela 10, f. 84).

Sao escassos 0s relatos na literatura que apontam para uma associagdo entre esse
polimorfismo e os niveis de pressao arterial. A maior parte mostra que essa variante genética
se associa ao maior risco de diabetes tipo 2 e doenga cardiovascular (Boumaiza et al., 2011,
Han et al., 2011; Zhou et al., 2012). Quando a andlise se restringe a associacdo entre 0s
polimorfismos -11377 C>G e niveis pressoricos, dois estudos merecem destaque. Assim,
Avery et al. (2011) mostraram em estudo transversal com 1425 individuos adultos ingleses
(todos de origem Caucasiana) que a presenca do alelo polimoéfico G, utilizando-se modelo de
analise de regressdo logistica, aumenta em 1,61% a pressdo arterial, em relacdo aos individuos
selvagens. Ong et al. (2010), em estudo longitudinal, com follow-up médio de 6 anos,
avaliaram em 1616 chineses qual seria o efeito dessa variante na ocorréncia de hipertenséo
arterial. Uma analise de regressao linear demonstrou que a presenca do alelo polimoérfico G
correspondia a um aumento no risco de 49% (OR: 1,49; IC: 1,13 — 1,95).

Outros estudos recentes com a variante -11377 C>G, associando-a com maior
vulnerabilidade ou protecdo quanto ao risco de doenca cardiovascular, ndo mostram qualquer
associacdo. Assim, Qi et al. (2006) avaliaram em 285 pacientes com doenca cardiovascular
estabelecida e 704 individuos controles, ambos 0s grupos provenientes do Nurse’s Health
Study, quais seriam os efeitos de 4 variantes genéticas no gene ADIPOQ e o0 risco
cardiovascular. Ndo houve nenhuma associacéo significativa entre o polimorfismo -11377C/G
e doenca cardiovascular nessa populacdo (Qi et al., 2006). Oliveira et al. (2011), avaliando
esse polimorfismo na mesma amostra que analisou o comportamento da variante -11391
G>A na emergéncia de doenca coronariana, verificaram que o polimorfismo -11377 C>G do

gene ADIPOQ néo se associou a doenca coronariana avaliada por cinecoronariografia.
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5.4 Efeitos do Polimorfismo +45T>G (rs2241766) na populacao

Coincidindo com os achados de outros polimorfismos estudados do presente estudo, -
11391 G>A e -11377C>G, néo se encontrou diferencas significativas na frequéncia do alelo
polimorfico nos grupos de eutroficos e obesos: 27% e 23%, respectivamente, confirmando,
assim, que a presenca dessa variante genética na amostra estudada nédo interfere na
emergéncia do fendtipo obeso (Tabela 6, f. 78).

Os dados disponiveis na literatura mostram que o polimorfismo +45T>G no gene
ADIPOQ tem comportamentos distintos de acordo com as caracteristicas das populacdes
avaliadas. Quanto ao fendtipo obeso, Nicolau (2008) demonstrou em um estudo transversal
adredemente mencionado que a associacdo dos alelos menos frequentes dos SNP -11377C/G,
+45T/G diminuiam a frequéncia de hipertensdo arterial na populagdo avaliada. Guzman-
Ornelas et al. (2012), em estudo transversal com 242 individuos de uma populagdo mexicana,
demonstraram que essa variante genética se correlacionou com os niveis de adiponectinemia,
os individuos polimorficos apresentando os menores valores de adiponectina. Contudo, nédo se
encontrou associacdo entre o alelo mutante e obesidade. Em outro trabalho, também recente,
Siitonen et al. (2011), analisando prospectivamente populacdo de 507 individuos
Caucasianos, ndo registraram nenhuma associacao entre o polimorfismo +45T>G e o risco de
obesidade, embora tenham identificado associacdes com outros polimorfismos (rs16861205,
rs1501299, rs3821799 e rs6773957). Em estudo caso-controle, com 223 mulheres obesas e 87
controles de origem caucasiana, Beckers et al. (2009) ndo identificaram maior risco de
obesidade em portadores do polimorfismo +45T>G. Entretanto, ao ser analisado esse mesmo
polimorfismo em conjunto com outro polimorfismo localizado no receptor do PPARy
(rs1805192), os individuos que eram polimorficos para ambas as variantes genéticas, exibiram
maior risco de obesidade.

Nenhuma diferenca significativa foi encontrada na presente amostra entre o grupo
carreador do alelo mutante (n= 50) e o grupo dito selvagem (n= 150) em relacdo aos fatores
de risco cardiovascular e metabdlico, niveis de adiponectina, leptina e um marcador
inflamatdrio, a PCRt. Se a variante +45T>G do gene ADIPOQ aumenta ou reduz o risco
cardiovascular é uma questdo que aponta para resultados dispares na literatura (Oliveira et al.,
2011, 2012; Wang et al., 2011). Enquanto Chang et al. (2009) demonstraram em populacdo
chinesa que a presenca do alelo polimérfico G se associou a diminuicdo da pressao arterial e,

consequentemente, a menor risco cardiovascular, Lee et al. (2012) mostraram efeito inverso
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em populacdo Asiatica constituida por jovens coreanos. Nesse estudo, os portadores do alelo
polimdrfico apresentaram maiores niveis de pressdo arterial e glicemia de jejum, contribuindo
para 0 maior risco cardiovascular. Por ultimo, Wang et al. (2011) ndo encontraram associacao
entre a presenca desse polimorfismo e risco cardiovascular em uma populacdo Asiatica de

origem chinesa.

5.5 Adiponectina e fatores de risco cardiometabolico

Além da avaliacdo genética, buscou-se estudar como se comportam os fatores de risco
cardiometabdlico em relacdo aos niveis circulantes de adiponectina de alto peso molecular, na
populacdo de obesos e eutroficos. A Tabela 1 (f. 68) mostra que os individuos obesos
apresentaram maiores valores de pressao arterial sistdlica, diastolica e média, glicemia de
jejum, triglicerideos, insulina, HOMA-IR e leptina, além de apresentarem menores valores de
adiponectina e HDL-Colesterol, quando comparados com os eutroficos. Esses achados
apontam claramente o risco que o excesso de adiposidade representa, particularmente quando
distribuida centralmente, em relacdo a emergéncia da desregulacdo metabdlica e
hemodinamica que acaba contribuindo para o aumento exponencial da morbi-mortalidade
cardiovascular.

Quando se classificou o grupo de obesos de acordo com o grau de obesidade, a
circunferéncia abdominal, didmetro sagital abdominal, leptina, HOMA-IR e proteina C reativa
exibiram valores significativamente distintos entre os trés grupos de obesos (Figuras 13 e 14,
f. 69 e 70). Tais resultados estdo em conformidade com extensa literatura publicada. Assim,
Patel et al., (2006), em um estudo transversal realizado em populacdo de Caucasianos e
Negroides do Bogalusa Heart Study, demonstraram que os individuos obesos eram 0s mais
resistentes a insulina e apresentaram os menores valores de adiponectina. Isto coincide com 0s
nossos achados em que individuos com obesidade grau Il exibiram os maiores valores de
HOMA-IR (Figura 14, f. 70). Ademais, quando a populagéo foi dividida em tercis de HOMA-
IR, aqueles alocados no maior tercil do indice, portanto os mais resistentes a insulina, foram
0s que tiveram os menores valores de adiponectina de alto peso molecular (Figura 17, f. 74).

Confirmando esses achados, Yamamoto et al. (2004), em estudo de coorte com 590

individuos japoneses saudaveis, demonstraram que os baixos niveis de adiponectinemia, no
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inicio do acompanhamento, se associaram a piora da sensibilidade & insulina, avaliada pelo
HOMA-IR, apds dois anos de seguimento.

Quanto as varidveis hemodinamicas, 0s obesos também apresentaram valores
significativamente maiores de pressdo arterial que os eutréficos (Tabela 1, f. 68), registrando-
se, também, uma associagdo significativa e negativa entre pressdo arterial e adiponectina na
populagédo como um todo (Tabela 2, f. 71). Recentemente, em um estudo de coorte com 3290
Caucasianos americanos, com tempo medio de acompanhamento de 8 anos, Kizer et al.
(2013) mostraram que a hipoadiponectinemia é fator de risco independente de hipertenséo
arterial e doenca cardiovascular. Em andlise transversal de individuos obesos dos quais a
maioria era de hipertensos, nosso grupo demonstrou que a adiponectina foi significativamente
menor nos hipertensos e se correlacionou negativamente com os niveis de pressdo arterial.
Contudo, apds ajustes apropriados, essa associa¢do permaneceu significativa apenas naqueles
resistentes a insulina, confirmando que a hipoadiponectinemia quando associada a resisténcia
a insulina tem um papel central nos mecanismos responsaveis pela elevacdo da pressao
arterial (Francischetti et al., 2007). Recentemente, confirmando esses achados, em estudo
transversal com 21 100 individuos de origem japonesa, Baden et al. (2013) mostraram
associacao inversa entre os valores de adiponectina e 0s niveis de pressao arterial. Registre-se
que os participantes desse estudo alocados no maior quintil de adiponectina, apresentaram 0s
menores valores de pressdo arterial e HOMA-IR.

Recentemente, muitos autores procuram associar a hipoadiponectinemia aos
mecanismos que explicariam os fendtipos que se associam na sidrome metabdlica -
hipertrigliceridemia, niveis reduzidos de HDL-C, hipertenséo arterial, intolerancia a glicose e
aumento da gordura visceral. Exemplificando, Ben et al. (2012), em estudo transversal com
344 individuos de origem tunisiana, mostraram que aqueles que preencheram os critérios
clinicos que caracterizam a sindrome metabdlica exibiram menores valores de adiponectina.
Houve, também, correlacdo inversa da adiponectina com a circunferéncia abdominal e direta
com o HDL-colesterol. Semelhantemente, Koh et al. (2011), estudando uma populagédo
coreana, em estudo igualmente transversal, com 2 471 homens e 3 463 mulheres, mostraram
associacao negativa e significativa entre os niveis circulantes de adiponectina e a pressao
arterial, trigliceridemia, glicemia de jejum e circunferéncia abdominal; com o HDL-colesterol,
essa associacgdo foi positiva e significativa. Os achados do presente estudo (Figura 15, f. 72)
coincidem com os resultados mencionados e também apontam para a importancia, do ponto
de vista bioldgico, da adiposidade visceral e resisténcia a insulina na regulacdo dos niveis de

adiponectina (Figura 16, f. 74). Ademais, demonstra, através modelo estatistico de andlise de
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regressdo multivariada, que as concentragdes plasmaticas de adiponectina dependem do
género, circunferéncia abdominal, resisténcia a insulina (HOMA-IR) e, também da variante
genética -11391 G/A. No modelo, essas varidveis foram responsaveis pela variacdo de 30%
nos niveis de adiponectina (Tabela 3, f. 73). Esses achados estdo coerentes com a literatura
(Hivert et al., 2008; Oliveira et al., 2012). Quando avaliados em conjunto, mostram a
potencial vulnerabilidade do obeso em relagdo as doencas metabdlicas e cardiovasculares,
tendo nesse contexto, os niveis reduzidos de adiponectina um papel central. Assim, o
adipdcito disfuncional, por ndo expressar e secretar adiponectina apropriadamente, atenuaria
seus efeitos anti-inflamatdrios, antiaterogénicos, antidiabéticos, endotélio protetor e
cardioprotetor.

5.6 Aspectos positivos e limitagGes do estudo

Dois aspectos positivos merecem ser destacados no presente estudo:

a) as caracteristicas da populacdo analisada que representa amostra de adultos
da cidade do Rio de Janeiro, regido Sudeste do Brasil, cuja peculiaridade é
sua grande miscigenacéo e intenso influxo génico, proximo a panmixia, em
contraste com estudos anteriores nos quais predominaram populacdes
geneticamente homogéneas, principalmente Asiaticas e Caucasianas;

b) os individuos obesos eram clinicamente saudaveis e ndo utilizaram, nas duas
semanas que antecederam a obtencdo de amostras de sangue, nenhuma
droga gque pudesse interferir nos resultados.

Quanto as limitacdes, mencionariamos:

a) o estudo foi transversal, ndo sendo possivel estabelecer relagdes causais que
apenas estudos prospectivos permitiriam;

b) a ndo utilizagdo de métodos de imagem como tomografia computadorizada
e ressonancia nuclear magnética na avaliacdo da adiposidade visceral e do
clamp euglicémico para estimar a resisténcia a insulina. Optou-se por
empregar desfechos substitutos simples, bem estabelecidos e menos
onerosos, mas extensamente aplicados em estudos populacionais, para

contornar esses Viéses.
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CONCLUSOES

Os individuos obesos apresentaram os maiores valores de triglicerideos, glicemia,
pressao arterial, insulina, HOMA-IR, leptina e proteina C reativa e as menores concentragdes
de HDL-colesterol e adiponectina de alto peso molecular. A adiponectina de alto peso
molecular se associou negativamente com a pressdo arterial, circunferéncia abdominal,
HOMA-IR, insulina e glicemia de jejum. Por outro lado, houve uma associacdo positiva com
0 HDL-colesterol.

Os niveis séricos de adiponectina foram influenciados pela a presenca do alelo
polimorfico A (-11391 GJ/A), sexo masculino, valores de HOMA-IR e circunferéncia
abdominal, conforme foi demonstrado por modelo estatistico de analise de regressao multipla
tipo stepwise.

No presente estudo ao avaliar a relacdo entre as variantes genéticas -11391 G/A
(rs17300539), -11377 C/G (rs266729), +45T/G (rs2241766) e 1164T e a prevaléncia de
obesidade, ndo encontramos nenhuma associacdo significativa. Nossos achados coincidem
com a grande maioria de artigos publicados que procuraram estabelecer associagcdo entre
polimorfismos do gene da ADIPOQ e o fen6tipo obeso.

Os individuos carreadores do alelo mutante A (-11391 G/A) apresentaram menores
valores de relacdo cintura/quadril, glicemia de jejum e pressdo arterial sistélica e maiores
valores de HDL-colesterol e adiponectina de alto peso molecular quando comparados com 0s
individuos ditos selvagens, caracterizando um melhor perfil cardiometabélico ao grupo dos
carreadores.

O grupo populacional carreador do alelo mutante G (-11377 C/G) apresentou menores
valores de pressdo arterial sistolica, diastolica e média, quando comparados aos individuos

selvagens.
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APENDICE A — Ficha de Avaliacio Clinica

Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Laboratorio de Fisiopatologia Clinica e Experimental
CLINEX - CLINICA DE HIPERTENSAO

Rua Felipe Camaréo, 82 - Vila Isabel

Rio de Janeiro — RJ CEP 20551-030

TEL: 2334-2062 / FAX: 2284-8233

E-mail: clinex.uerj@gmail.com

PROJETO DE PESQUISA

RISCO CARDIOVASCULAR E VARIANTES DO GENE ADIPOQ

Avaliando possiveis associacfes genético-moleculares e clinicas

FICHA DE AVALIACAO CLINICA

Nome: NUmero

(pesquisa):

Data de Nascimento:__ /[

Naturalidade:

Sexo: ()M ()F

Cor: ()Br ()Pd ()Pt ()Am

Estado Civil: () Solteiro ( ) Casado ( ) Viavo ( ) Separado

Profisséo:

Nivel Socioeconémico (saldrio minimo): ( )<1( )1-3( )4-6( )7-10( )>10

Endereco:

111

Telefones:
Residencial Trabalho Celular Outro
Pessoa para Contato:

Telefone:
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Registro HUPE (se houver):

Anamnese e Histéria Pregressa  (S) sim (N) ndo (D) desconhece

( )DM () Intolerancia a glicose () Dislipidemia
() HAS — estéagio: ( ) Doenca cardiovascular () Angina pectoris

( ) AVE ou IAM recente ( ) Tabagismo [ ___macos/ano] ( ) Alcoolismo*

) Endocrinopatia () Nefropatia ( ) Hepatopatia
) Doenca psiquiatrica () Hiperuricemia/gota ( ) Pneumopatia

) Atividade Fisica [Fazer questionario IPAQ em folha anexa]

) Sintomas respiratorios — citar:

) Outras doencas — citar:

(
(
(
() Queixas osteoarticulares — citar:
(
(
(

) Uso regular de medicacao — citar:

* Caso seja positivo para alcoolismo, fazer o questionario CAGE abaixo.

Historia Familiar (S) sim  (N) ndo - Especificar parentesco e idade

( ) Obesidade: ( )Pai___ ( )Mae___ ( )Irmdos___ ( ) Filhos___ () OQutros_____

( ) Dislipidemia: ( Y)Pai_ ( YM&e___ ()Irmdos___ () Filhos___ () Outros__

( )DM:( )Pai_ ( YMa&e___ ( )Irmdos___ ( )Filhos__ ( )Outros

( YHAS:( )Pai___ ( )Mae___ ( )Irmdos___ ( )Filnos__ ( )Outros__

( JAVE:( )Pai__ ( )M&___ ( )Irmdos___ ( )Filhos__ ( )Outros_

( YIAM: ( )Pai_ ( )M& __ ( )lIrmdos__ ( ) Filhos___ () Outros

Medidas Antropométricas:

Peso:  Kg Altura._ m IMC:__ Kg/m?

Grau de obesidade (IMC): () Eutréfico ( ) OB1 ( ) OB2 ( ) OB3 (tempo de obesidade )
Circunferéncia da Cintura;___cm  Circunferéncia do Quadril:___ cm

Razdo Cintura/Quadril:____ Didmetro Abdominal Sagital:___cm

Peso ao nascer: Kg Altura ao nascer: cm
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Presséo Arterial
Braco Direito: / mmHg Braco Esquerdo: / mmHg

Escolher o brago de maior medida:

12 / mmHg Braco

22 / mmHg Braco Média das 3 leituras: / mmHg

3 / mmHg Braco
Pressdo Arterial (ortostatica ap6s 3 minutos): / mmHg Brago

Pressdo Arterial Média: mmHg  Frequéncia Cardiaca: bpm

Exames Laboratoriais

Hematocrito % Hemoglobina g/dl  Glicemia de jejum mg/dl
Hemoglobina Glicada % Acido Urico mg/dl Triglicerideos mg/dl
Colesterol Total mg/dl HDL-colesterol mg/dl LDL-colesterol mg/dl

Creatinina__ _mg/dl TGO ___ U/L TGP___ U/L Fosfatase Alcalina__ U/L
S6dio mEg/L Potassio  mEg/L Insulina__ U/ml HOMAIR_
Leptina__ ng/ml Adiponectina APM__ ng/ml Grelina Acilada___ pg/ml
PCRt  TNFa___ pg/ml IL-6_ pg/ml Amilinaativa___ pg/ml

Polimorfismos (Alelos)

Adiponectina (T517C) [
(-11391GA) [
(-11377CG) |

(+45TG) |

Qutros exames (especificar)

Sindrome Metabdlica (Critérios IDF/2009 “Harmonizing the Metabolic Syndrome” Circulation
2009; 120: 1640 — 1645)
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FATOR DE RISCO

NIVEIS DEFINIDOS

Obesidade abdominal

Homem > 90cm ()

Mulher >80 cm ()
Triglicerideos > 150 mg/dL ()
HDL colesterol

Homem < 40 mg/dL ()

Mulher <50 mg/dL ()
Pressdo Arterial >130/>85 mmHg ( )
Glicose em jejum > 100 mg/dL ()

HEREDOGRAMA

Questionario CAGE:

C - Alguma vez o Sr.(a) sentiu que deveria diminuir a quantidade de bebida ou parar de

beber?
( ) Sim ( ) Néo

A - As pessoas 0 (a) aborrecem porque criticam o seu modo de beber?

( )Sim () N&o

G - O Sr.(a) se sente culpado pela maneira com que costuma beber?

( )Sim ( ) Néo

E - O Sr.(a) costuma beber pela manha para diminuir o nervosismo ou a ressaca?

( )Sim () N&o

Comentarios Relevantes:

Data: Assinatura e Carimbo:




APENDICE B - Ficha da Genética

Universidade do Estado do Rio de Janeiro
Laboratorio de Fisiopatologia Clinica e Experimental
CLINEX - CLINICA DE HIPERTENSAO

Rua Felipe Camaréo, 82 - Vila Isabel

Rio de Janeiro — RJ CEP 20551-030

TEL: 2334-2062 / FAX: 2284-8233

E-mail: clinex.uerj@gmail.com

FICHA DA GENETICA

RISCO CARDIOVASCULAR E VARIANTES DO GENE ADIPOQ

Avaliando possiveis associacfes genético-moleculares e clinicas

Nome: NUmero:

Data coleta:
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Data de Nascimento:  / /

Naturalidade:

Sexo: ()M ()F
Cor: ()Br ()Pd ()Pt ()Am

Medidas Antropomeétricas:

Peso: Kg Altura: m IMC: Kg/m?
Grau de obesidade (IMC): ( )Eutrofico ( )OB1 ( )OB2 ( )OB3
Presséo Arterial: / mmHg  Frequéncia Cardiaca: bpm

Polimorfismos (Alelos)

Adiponectina (T517C) /
(-11391GA) /
(-11377CG) /

(+45TG) [
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APENDICE C — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

2
{5
u ')
$~"
UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRC
FACULDADE DE CIENCIAS MEDICAS

Disciplina de Fisicpatologia Clinica ¢ Experimental - CLINEX
Clinica de Hipertensso

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

RISCO CARDIOVASCULAR E SISTEMA ENDOCANABINOIDE
Avaliando possiveis associagdes Gendtico-moleculares e Clinicas

Prezado (a),

Vocd esta sendo convidado pelo seu médico para participar de um estudo clinico, que nfo implica
na utilizagcio de medicamentos. Antes de fornecer seu consentimento, solicitamos que vocé leia estas
informacdes culdadosamente. Este documento tem como finalidade informa-lo de tudo que vocé precisa
saber com relaclo a0 estudo do gual vocé ird, caso aceite, participar. E importante que vocé leia e
compreenda os procedimantos propostos. Utilize o tempo que for necessério para fazer todas as perguntas
que desejar, O médico/equipe de estudo The explicara tedas as palavras ou informagdes que ndo estejam
claras para vocé.

O estudo esta plansjado para avaliar 100 individucs eutroficos (magros) e 100 individuos obesos e
comparar a influéncia de suas caracteristicas genéticas sobre os fstores de risco cardiovascular, ou seja,
sobre o risco de desenvolvimento de doencas cardiacas e vasculares [hipertensdo arterial (pressiio alta),
doenga coronariana (angina de peito e infarto) e doenga vascular carebral (isquemia e derrama)].

Também ser3c avaliados os niveis de algumas substdncias no sangue (endocanabmodes,
adipocitocinas, grelina e marcadores Inflamatérios), que possuem Importante relagdo com as doencas
cardiovasculares descritas

PoR QUE FUI ESCOLMIRO?

Seu médico do estudo (0 médico que conduz o estudo) acredita que voce satisfaga as exigéncias
inicials para participar do estudo

EU SOU OBRIGADO A PARTICIPAR?

Sua participagdo neste estudo & totaimente voluniaria, Vocé tem o direito de deixar este estudo a
qualquer momento. A sua recusa em participar (ou a descontinuago do estudo) ndo he trard nenhuma
penalidade. Da mesma forma, nfo comprometerd © compromisso com 0s culdados médicos que devem ser
prestados & vocé e ndo resultard em perda de beneficios que vocé porventura possua, Mesmo que vocé
tenha dado o consentimento, voo# poderd ser retirado deste estudo se

= vocé néo seguir os procedimentos do estudo,
« na opinido do médico do estudo, for de interesse para a sua salde,
- 0 estudo tiver que ser encerrado por qualquer razdo.

Seu médico do estudo 4 Ihe aconselhar quanto s recomendagfes para mudangas no estilo de vida
e/ou necessidade de tratamento porventura indicados apds o estudo.
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ANEXO — Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario Pedro

Ernesto

uERg HOSPITAL UNIVERSITARIO PEDRO ERNESTO
COMITE DE ETICA EM PESCUISA

s,
if’ .‘g‘* UNIVERSIDADE DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO H‘ =

g

Rio de Janeiro, 27 de abril de 2012

Timo. Dra, Gysélle Saddl Tannous

Coordenadora da Comissio Nacional de Etica em Pesquisa
Ministério da Salde

Esplanada dos Ministérios

Brasilia, DF,

Prezado Dr?,,

Estamos encaminhando para a sua apreaacao os documentos que fazem parte do projeto de
pesquisa Inttulado: (2892-CEP/HUPE — CAAE: 0044,0.228.011-11) "RISCO CARDIOVASCULAR E
SISTEMA ENDOCANABINOIDE - AVALIANDO POSSIVEIS ASSOCIAGOES GENETICO-MOLECULARES" a
ser realizado no Servico da Disciplina de Fisiopatologia Clinkca e Expenmental — CLINEX, Clinica de
Hipertens3o, do Hospital Universitino Pedro Ernesto da Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
sendo responsavel pelo estudo o Prof. Emilio Antonio Francischetti,

Esclarecemos que o projeto for analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Universitario Pedro Ernesto, que aprovou, sem restricoes, bem como o termo de Consentimenta Livre
e Esclarecido a ser assinado pelo pacente,

Atencasamente,

AYURN 9>

Prof. Wille Olgman ;
Presidente do Comité de Etica e SQUIS3
Haspital Universitario Pedro Erne




