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RESUMO

COSTA, Allan Ribeiro Reis Scharf. Investigacéo de associacdo entre ancestralidade
genética, polimorfismos genéticos relacionados a obesidade e marcadores de
adiposidade: estudo Pro-Sadde. 2021. 72f. Dissertagdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto
de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2021.

A susceptibilidade a obesidade esta relacionada a fatores ambientais, sociais, culturais
e genéticos. Dentre os fatores genéticos destaca-se a ancestralidade e genes que atuam ao nivel
do sistema nervoso central. As estimativas de ancestralidade sdo utilizadas para auxiliar na
compreensdo das contribuicdes genéticas na variacao individual de parametros de obesidade e
composicdo corporal, particularmente, em grupos miscigenados conhecidos por diferirem
quanto a susceptibilidade a obesidade. A genotipagem de marcadores informativos de
ancestralidade (AIMs) permite a estimativa de propor¢des de ancestralidade entre individuos
em uma amostra. Este estudo teve como objetivo investigar pela primeira vez, numa amostra
populacional do Estado do Rio de Janeiro, associacdo entre ancestralidade, marcadores em
genes descritos como associados a obesidade e adiposidade, de forma a contribuir com
conhecimentos sobre a salde desta fracdo populacional. Para investigar associacdes entre
fatores genéticos e adiposidade, foi analisada uma amostra de 501 individuos ndo aparentados
do Estado do Rio de Janeiro, pertencentes ao Estudo Pré-Sadde (EPS). Foram avaliados
quarenta e seis polimorfismos de insercao/delecéo (InDels) como AlMs e quatro polimorfismos
de nucleotideo unico (SNPs), rs17782313, rs9939609, rs7138803 e rs4074134, localizados nos
genes MC4R, FTO, FAIM2 e BDNF, respectivamente, descritos como associados a obesidade.
Os resultados foram interpretados considerando as informacg6es disponiveis em publicacfes
anteriores em diferentes populagdes. Os marcadores de adiposidade utilizados nas anélises de
associacdo foram o IMC, circunferéncia da cintura, razdo cintura-quadril e porcentagem de
gordura corporal. Através de uma andlise de subestruturacdo populacional, observou-se que a
populacdo estudada apresenta desequilibrio de Hardy-Weinberg. A utilizagcdo dos AIMs como
fator de correcdo nas analises de associacao entre os SNPs associados a obesidade e marcadores
de adiposidade é vital para que esses efeitos de subestruturacdo nao enviesem a associacao e
levem a interpretacdes espurias. A partir da genotipagem dos AIMs e SNPs, identificou-se a
ancestralidade e o perfil genotipico, respectivamente, da amostra populacional. A amostra
apresentou maior ancestralidade europeia (57,2 %), seguida de africana (28,8 %) e, por ultimo,
amerindia (14 %). Nesta amostra da populacéo brasileira, ndo foram observadas associacdes
estatisticamente significativas entre os fatores geneticos estudados e os marcadores de
adiposidade relacionados a obesidade. Observa-se pela literatura que o papel de fatores
genéticos no aumento da adiposidade e manifestacdo da obesidade € controverso. Alguns
autores apontam a responsabilidade genética, enquanto outros ndo a observam. Uma explicacdo
é que o aumento da adiposidade e consequente obesidade sdo condi¢bes multifatoriais e
possuem outras variaveis que podem ter um maior efeito em seu desenvolvimento, como fatores
ambientais, sociais e culturais.

Palavras-chave: Adiposidade. Obesidade. Ancestralidade. Populagdo brasileira. Estudo de

associagéo.



ABSTRACT

COSTA, Allan Ribeiro Reis Scharf. Investigation of association between genetic ancestry,
obesity-related genetic polymorphisms and markers of adiposity: Pro-Saude study. 2021.
72 f. Dissertacdo (Mestrado em Biociéncias) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Obesity susceptibility is related to environmental, social, cultural, and genetic factors.
Among genetic factors, the ancestry and genes which act within the central nervous system are
highlighted. Ancestry estimates have been used in different ways to understand the role of the
genetic contribution on the individual variation in obesity parameters and body composition,
mainly in miscegenated groups known to differ in susceptibility to obesity. Ancestry
informative markers (AIMs) genotyping allow the genetic ancestry determination of individuals
within a sample. This study aimed to investigate for the first time, in a population sample of the
State of Rio de Janeiro, the association between ancestry, markers in genes described as
associated with obesity and adiposity, in order to contribute to knowledge about the health of
this population fraction. To investigate the association between genetic factors and adiposity, it
was analysed a total of 501 unrelated individuals from the State of Rio de Janeiro, all
participants of the Pro-Salde Study (EPS). Forty-six insertion/deletion (InDels) polymorphisms
were evaluated as AIMs and four single nucleotide polymorphisms (SNPs), rs17782313,
rs9939609, rs7138803, and rs4074134, located in the genes MC4R, FTO, FAIM2 and BDNF,
respectively, described as associated with obesity. The results were interpreted considering the
information available in previous publications on different populations. The adiposity markers
used in the association analyses were BMI, waist circumference, waist-to-hip ratio and body fat
percentage. Through an analysis of population substructure, it was observed that the studied
population presents Hardy-Weinberg disequilibrium. The use of AIMs as a correction factor in
the analyses of association between SNPs associated with obesity and markers of adiposity is
vital so that these substructuring effects do not bias the association and lead to spurious
interpretations. From the genotyping of the AIMs and SNPs, the ancestry and genotypic profile
of the population sample were identified, respectively. The sample showed a major European
ancestry (57.2 %), followed by African (28.8 %) and, lastly, Amerindian (14 %). In this
Brazilian population sample, no statistically significant associations were observed between the
studied genetic factors and the markers of adiposity related to obesity. It is observed in the
literature that the role of genetic factors in the increase in adiposity and manifestation of obesity
is controversial. Some authors point out genetic responsibility, while others do not observe it.
One explanation is that the increase in adiposity and consequent obesity are multifactorial
conditions and have other variables that may have a greater effect on its development, such as
environmental, social and cultural factors.

Keywords: Adiposity. Obesity. Ancestry. Brazilian population. Association study.
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INTRODUCAO

O presente trabalho visa investigar potenciais associagdes entre marcadores genéticos,
informativos de ancestralidade e localizados em genes descritos como associados a obesidade,
e marcadores de adiposidade.

A obesidade, uma condicdo antes rara, aumentou com o tempo em incidéncia e foi
finalmente identificada como um problema de saide em meados do século XIX (1). Desde
1980, o indice de massa corporal (IMC = peso/altura?) tem aumentado em média 0,4 kg/m2 por
década nas populagcGes, em todo o0 mundo. Em 2000, pela primeira vez, o nimero de adultos
com excesso de peso superou o daqueles com déficit (2) e, dez anos depois, a prevaléncia
mundial de obesidade dobrou. Em 2016, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) publicou que
39 % dos adultos j& estavam com sobrepeso (IMC > 25 kg/m?) e 13 % eram obesos (IMC > 30
kg/m2) (3). Os paises de baixa e média renda, em grande parte localizados na Africa e nas
Américas, registraram um aumento mais rapido na prevaléncia de sobrepeso e obesidade (4).

Nos ultimos anos tem sido descrito o papel da genética na predisposi¢do a obesidade,
possivelmente associado a outros aspectos como os ambientais e epigenéticos, que podem levar
ao surgimento da condicdo (5-11). Esses estudos também apontam para uma possivel
associacdo entre ancestralidade e obesidade, mostrando a importancia de se conhecer melhor a
historia das populacdes e suas caracteristicas de ancestralidade. Esse aspecto pode ser ainda
mais relevante em populacdes miscigenadas formadas a partir de grupos bem diferenciados
(12-14).

O uso dos marcadores de ancestralidade como ferramenta para esse entendimento faz
parte do campo da genética de populacdes, que estuda a variabilidade genética que ocorre
naturalmente nos organismos em nivel individual e populacional, como também a distribuicao
e variacdo dessas frequéncias ao longo das geragdes no tempo. A principal fonte da alteracdo
genética sdo as mutagdes, que podem ocorrer ao acaso no nivel genético, e posteriormente séo
sujeitas a forgas evolutivas como migracéo, deriva génica e selecdo natural; dando origem a
variabilidade genética que se observa nas populagdes atuais (15,16). Desta forma, as diferencas
acumuladas ao longo do tempo resultam em uma diversidade populacional refletida nas relagdes
evolutivas de ancestralidade (17).

Um dos tipos de marcadores genéticos, os polimorfismos de nucleotideo Unico,
chamados de Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs, em portugués, Polimorfismos de

Nucleotideo Unico) sdo os marcadores bialélicos mais escolhidos para muitas aplicaces, como
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0 estudo de genes relacionados a doencas, pois possuem uma alta conservagao, visto que
apresentam uma baixa taxa de mutagio (aproximadamente 10®) (18). Os SNPs tém sido muito
utilizados em estudos de associagdo com doencas condicionadas geneticamente, tal como a
obesidade e suas consequéncias metabdlicas (19,20).

A obesidade é uma condicdo complexa influenciada por fatores genéticos,
comportamentais, nutricionais, sociais e ambientais (21,22). A obesidade de forma geral parece
ndo seguir um modelo apenas de heranca genética e é causada por uma interacdo de fatores
ambientais com multiplas variantes genéticas (23).

A fim de explorar a interacdo de fatores genéticos e ambientais, uma consideracao
cuidadosa se faz necesséria para identificar as varidveis ambientais que explicam a origem da
obesidade e seus tracos relacionados. E de vital importancia nesse campo de pesquisa, entender
como 0s ambientes obesogénicos atuais impactam e interagem com a composic¢ao genética na
variabilidade fenotipica, através de andlises sensiveis a esses maltiplos fatores. O foco da
avaliacdo ambiental deve se expandir da ingestdo alimentar e da atividade fisica para aspectos
relacionados ao ambiente social e cultural, bem como fatores fisioldgicos que refletem a
variabilidade na resposta, como macronutrientes, biologia muscular, respostas ao estresse em
nivel celular, entre outros.

Diante da suposta evidéncia da associacao entre genética, adiposidade e obesidade, faz-
se importante esta investigacdo em populacdes que apresentam mistura genética, com o uso de
marcadores que se mostram eficientes e apresentam resultados satisfatérios nesta busca.
Estudos com marcadores informativos de ancestralidade e de polimorfismo Gnico, utilizados
em conjunto, demonstram resultados em populacGes miscigenadas e evitam a detecgdo de
associacOes espurias entre os fatores genéticos e os marcadores relacionados a obesidade. Esses
trabalhos nos ajudam a entender a histdria da obesidade como condi¢do médica pandémica
crescente (24-27).

Agravamento da obesidade como pandemia no século XXI

No Brasil, um estudo nacional denominado Vigilancia de Fatores de Risco e Protecéo
para Doencgas Cronicas por Inqueérito Telefénico (VIGITEL 2019) identificou que 55,4 % dos
individuos com 18 anos ou mais estdo com sobrepeso e 20,3 % sdo obesos. Quanto ao excesso
de peso, a incidéncia passou de 42,6 % em 2006 para 55,4 % em 2019. A maior prevaléncia é
entre os homens, chegando a 57,1 %, e 53,9 % entre as mulheres. A pesquisa apontou ainda que

0 excesso de peso tende a aumentar com a idade: para os jovens de 18 a 24 anos, a prevaléncia
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foi de 30,1 % e entre os adultos com 65 e mais de 59,8 %. Em relagdo a obesidade, o maior
percentual € entre as mulheres (21 %) e aumenta com a idade: para os jovens de 18 a 24 anos €
de 8,7 % e entre os adultos com 65 anos ou mais chega a 20,9 % (28).

No Estado do Rio de Janeiro, segundo os dados do VIGITEL (2019), 20,2 % dos
habitantes da capital sdo obesos e 57 % tém sobrepeso, nimeros que se aproximam da média
nacional (28).

O VIGITEL (2019) mostra ainda que 7,4 % da populacdo adulta apresenta diabetes e
24,5 %, hipertensdo — doencas que podem estar relacionadas a obesidade. A Pesquisa Nacional
de Salde (PNS), de 2013, indica que dentre os adultos com diabetes, 75,2 % tém excesso de
peso e, entre os adultos com hipertenséo, 74,4 % tém excesso de peso (28).

Como ja ocorre em sociedades com maior distribuicdo de renda e em melhor situacao
financeira, paises financeiramente instaveis de baixa e média renda também tém uma tendéncia
de concentragdo gradual da obesidade nas camadas mais pobres da populagdo (29-31). No
Brasil, entre 2006 e 2009, o aumento da prevaléncia de obesidade foi semelhante entre os
homens, independentemente da escolaridade; entretanto, entre as mulheres, evidenciou-se a
desigualdade social: a obesidade aumentou de 15 % para 18 % entre aquelas com até 8 anos de
educacédo formal e em menor intensidade, de 7 % para 8 % entre as mulheres com 12 ou mais
anos de escolaridade (32).

Os esforcos governamentais focam suas estratégias na compreensdo dos principais
mecanismos envolvidos no ganho excessivo de massa corporal, que estdo evidentemente
relacionados ao desequilibrio energético, ou seja, ingestdo que excede o gasto calorico. No
Brasil, a evolucdo do problema é consistente com a aquisicdo de alimentos processados e
ultraprocessados, que estdo cada vez mais disponiveis, e consequentemente mais consumidos
em casa ou em restaurantes (33); a reducdo na aquisi¢cdo de alimentos ndo processados e
saudaveis, e 0 aumento de produtos processados e ultraprocessados; e a baixa prevaléncia de
atividade fisica, principalmente entre as mulheres (28).

A obesidade entre os animais, por outro lado, contrasta fortemente com a obesidade
humana: muitos animais exibem um fendtipo de 'obeso saudavel’, livre das complicagdes
metabolicas normalmente vistas em humanos obesos mérbidos (34). A ratazana de Brandt, por
exemplo, passa por fases de adiposidade induzida por fotoperiodicidade, sem nenhum efeito na
homeostase da glicose (35). Mesmo entre 0s animais criados para armazenar energia maxima
— COMO vacas e porcos — a obesidade existe sem hiperglicemia (36). Por outro lado, quando
0s animais adaptados a ambientes com estresse nutricional sdo deslocados de seu habitat nativo,

os sintomas da doenca metabdlica s@o Obvios. Quando em ambientes com baixo gasto
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energeético e dietas ricas em gordura, os porcos selvagens da Ilha de Ossabaw apresentam
caracteristicas de pré-diabetes e doencas cardiacas (37). Da mesma forma, os peixes-ledo
invasores que vivem em meio a superabundancia de alimentos no Oceano Atlantico
aumentaram acentuadamente os depositos de gordura intersticial e os danos hepaticos
associados (38). A obesidade humana pode ser afetada por uma discordancia semelhante entre
o habitat original da espécie humana e o ambiente em que vivemos atualmente.

Ao longo da segunda metade do século passado, as pesquisas biomédicas e
epidemioldgicas se concentraram principalmente em detalhar o papel dos principais
mecanismos envolvidos no ganho de massa corporal (39,40). Portanto, predominaram as
iniciativas de promoc¢do da saide com foco conjunto na reducdo da ingestdo calrica, com
restricdo de gorduras e/ou carboidratos e aumento dos gastos com atividades fisicas. Nao
obstante, a eficacia dessas estratégias tem se mostrado limitada (41). Até este momento,
nenhum pais conseguiu resultados efetivos e satisfatorios com agdes de nivel nacional que
garantam o balanco energético de forma correta e em padrdes ideais. Isso ajuda a entender o
esforco para buscar mais explicacdes e estratégias, e também o consideravel aumento, no atual

século, de estudos de associagdo entre obesidade e genética.

A obesidade como fator de risco para enfermidades

Em varios paises, observa-se queda na mortalidade por doencgas crénicas
cardiovasculares e respiratorias, € um aumento da diabetes mellitus tipo 2 e da hipertensédo
arterial, de modo que essas duas Ultimas seguem proximas com o aumento da prevaléncia de
obesidade. Projecdes realizadas nos EUA sugerem que a atual geracdo de criangas podera ter
uma média de vida inferior a de seus pais, embora 0s gastos sociais com salde ja consumam
guase um quinto do PIB estadunidense (Centers for Medicare and Medicaid Services, 2012). A
tendéncia, com o aumento do uso tecnoldgico na salde publica, € o crescimento desses custos
nos anos seguintes. No Brasil, Bahia et al. (42) estimaram que o impacto do excesso de peso
nos gastos do SUS ja supera R$ 4 bilhdes por ano.

As diversas complicacdes clinicas da obesidade projetam um aumento da mortalidade
geral e da mortalidade causada por doencas cardiovasculares, o que configura, nesta Gltima,
uma reverséo das ultimas tendéncias de declinio. A obesidade contribui de forma significativa
com cerca de 70 % dos casos de diabetes tipo 2 (43), além de estar associada a um maior risco
de outras condic¢des, como: doenca arterial coronariana (44), acidente vascular cerebral (45),

insuficiéncia cardiaca (46) e tromboembolismo venoso (47). Estd associada também a
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neoplasias malignas (cancer) (48), transtornos mentais comuns (49), doenca de Alzheimer (50),
colecistopatias (51), osteoartrite (52) e eventos adversos obstétricos e neonatais (53).

Mais recentemente, a obesidade se mostrou um dos principais fatores de risco para o
agravamento da infeccdo pelo SARS-CoV-2 causador da COVID-19. No final de 2019, um
grupo de pacientes com pneumonia de origem desconhecida foi relatado pela primeira vez em
Wuhan, na regido central da China. As manifestac@es clinicas da doenca vdo desde infeccao
assintomatica ou leve até formas graves com risco de morte. Entre os fatores de risco estdo
condi¢des crénicas como doenca pulmonar, doenca cardiovascular, diabetes mellitus e
hipertensdo, todos esses altamente associados a condi¢do obesogénica. Embora o papel da
obesidade tenha sido inicialmente negligenciado, estudos mais recentes evidenciam que ela esta
associada como uma das maiores, sendo a maior, causadora de finais mortais da condicao
clinica (54).

No caso da COVID-19, a obesidade revela ainda mais seu carater crénico inflamatdrio,
de modo que pode agravar a obstrucdo do diafragma, prejudicar as respostas imunoldgicas a
infeccdo viral, induzir ao diabetes tipo 2 e causar um maior estresse oxidativo, além de afetar
adversamente a funcdo cardiovascular. Estima-se que em populacdes com alta prevaléncia de
obesidade, a COVID-19 afetara grupos mais jovens mais do que relatado anteriormente, e
menos em popula¢bes com menor sobrepeso. Medidas publicas e privadas direcionadas ao
publico jovem adulto, como testagem em massa, ratificacdo da importancia do exercicio fisico
e alimentacdo saudavel podem reduzir a prevaléncia da COVID-19 e suas formas mais graves
(55).

Investigar a relacdo entre obesidade e seu potencial papel no agravamento também desta
doenca é, portanto, de grande importancia clinica e social. Desde sua revelacdo como fator
associado a complicacGes para diversas condi¢des clinicas até o grave acometimento de sua
condicdo per se, a obesidade tem se mostrado e deve se mostrar mais ainda protagonista em um

namero crescente de estudos na érea clinica e bioldgica.

Fatores de predisposicdo a obesidade

A epidemia moderna de obesidade é explicada em grande parte por fatores ambientais,
sociais e culturais que ocasionam consumo excessivo de energia e inatividade fisica.
Populagdes que ndo tém em seu ambiente a exigéncia do exercicio fisico, que consomem uma
dieta mais caldrica, ou que culturamente prezam por um corpo com mais massa total, podem

apresentar mais individuos obesos que em populacbes com caracteristicas contrarias. No
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entanto, mesmo em ambientes biologicos compartilhados, apenas um subconjunto de
individuos desenvolve obesidade (56). Parece haver uma propenséo diferencial a obesidade no
nivel individual, com fatores bioldgicos como género, idade e ambiente intra-uterino
contribuindo para essa variabilidade (56,57). As taxas de obesidade também diferem entre os
grupos étnicos que vivem em condi¢Bes ambientais semelhantes. Embora as escolhas de estilo
de vida possam explicar parte dessa variabilidade, estudos genéticos, como ja visto,
demonstram que genes especificos também contribuem para o risco de obesidade étnico-
dependente (58).

O estilo de vida e os fatores genéticos contribuem para a obesidade. O fator genético
decide a susceptibilidade a obesidade, mas 0 ambiente, a dieta e os exercicios fisicos decidem
a expressdo do DNA (5). Individuos com a mesma absor¢do e consumo de energia estariam em
diferentes estados de peso corporal devido a diferenca em suas genéticas, pois 0 genoma pode
influenciar a inclinacdo da ingestdo nutricional e o habito de escolha dos alimentos (59). Assim,

é essencial descobrir como a genética impacta e gerencia a massa corporal.

Ancestralidade e obesidade

A estimativa da ancestralidade genética permitiu que pesquisadores nas Gltimas décadas
identificassem sua relacdo com tracos relacionados a obesidade, fornecendo evidéncias de
associacdo em algumas populacBes (60,61). O parametro mais usado para a avaliacdo da
ancestralidade genética e da obesidade € o IMC (kg/m?), que tem sido associado as
ancestralidades europeia, africana ou amerindia em distintos grupos étnicos. A tabela 1 mostra
estudos de associacao entre o IMC com as ancestralidades europeia, africana ou amerindia,
realizados nos Gltimos 20 anos, juntamente com a direcdo da associacdo e as contribuicfes
ancestrais consideradas para a estimativa da miscigenacdo em cada estudo.

E interessante notar que alguns trabalhos apontam para uma relacdo direta entre
determinado componente ancestral e o IMC, enquanto outros relatam uma associacao inversa.
Como mostrado na tabela 1, o componente africano esta diretamente associado ao IMC em
diferentes populagdes. Essa direcdo de associagcdo confere ao componente africano um
favorecimento para maiores indices do IMC. A ancestralidade amerindia, apesar de analisada
em apenas duas populacdes, apresenta associa¢des inversas com o IMC, o que pode conferir
protecdo a niveis mais elevados do indice. O componente europeu surge como 0 mais

controverso, onde em alguns estudos h4 uma relacdo direta, e em outros uma relagdo inversa
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com o IMC. Essas discrepancias parecem ser afetadas pelo nimero de contribui¢des ancestrais
consideradas no estudo, etnia, género da amostra do estudo e fatores ambientais (25).
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Tabela 1 - Associagdes entre o IMC e ancestralidades europeia, africana e amerindia desde 2003

Mistura Diregéo Ancestr.ahdade
- da avaliada
genetica ~ .. A -
. Populacgao estudada associagao Referéncia
associada com o
M EUR AFR AME
a I0HIL IMC
H lh
JOmens © mu eres* + X X X Tang, 2006
hispano-americanos
Homens e mulheres X x X Klimentidis,
nativo-americanos* 2009
Mistura Homens e mulheres i X X Cheng,
. afro-americanos* 2010
europeia
Mglheres brasileiras N X X « Lins, 2012
acima de 60 anos
Mulheres afro-
americanas ¢ hispano- - X X X Nassir, 2012
americanas*
Mulheres afro- N X X Fernandez,
americanas® 2003
Homens e mulheres
afro-americanos™ " X X X
Tang, 2006
Mistura Mulheres dominicanas I X X X ..
africana Lgghene,
2006
Mulheres afro-
americanas e hispano- + X X X Nassir, 2012
americanas®
Mulh fro- :
Lheres a*ro s X X X Nassir, 2012
americanas
H lh
.omens © mur eres* - X X X Tang, 2006
‘ hispano-americanos
Mistura
amerindia  Mulheres afro-
americanas e hispano- - X X X Nassir, 2012

americanas®

Legenda: Eur: europeia, Afr: africana, Ame: amerindia. *: voluntarios foram recrutados em diferentes regides dos
EUA por sua auto-declaracéo étnica e em seguida submetidos & analise molecular de ancestralidade.
Fonte: adaptada de Ferndndez et al. (25).

Dado que niveis semelhantes de IMC entre individuos do mesmo grupo étnico ndo se

traduzem em niveis equivalentes de gordura corporal (62), os pesquisadores exploraram a



22

associacao das estimativas de ancestralidade com outros parametros de composigéo corporal,
particularmente com medidas relacionadas aos 0ssos, @ massa magra e a gordura. Entre os afro-
americanos nos EUA, a ancestralidade africana tem sido diretamente associada a massa gorda,
massa magra e densidade mineral 6ssea em mulheres na pré-menopausa (63); e a europeia tem
sido diretamente associada a densidade mineral 6ssea no colo do fémur (somente para
mulheres), densidade mineral dssea na coluna trabecular, massa magra apendicular, massa total
e gordura corporal total (64). Por sua vez, em uma coorte de adultos afro-americanos entre 45
e 64 anos, foi encontrada uma associacéo direta entre os niveis de ancestralidade europeia, IMC,
massa total e a espessura das dobras cuténeas subescapulares, e inversa entre 0 componente
europeu e a circunferéncia da cintura (58).

O papel da ancestralidade genética na composicdo corporal também foi estudado em
diversas populacfes. Em uma amostra multiétnica de criancas de ascendéncia africana, europeia
e nativa americana, a ancestralidade da Africa Ocidental foi inversamente associada a massa
gorda, tecido abdominal total, tecido adiposo intra-abdominal e tecido adiposo abdominal
subcutaneo, e diretamente associada ao conteddo mineral ésseo (65). Em uma amostra de
mulheres porto-riquenhas na p6s-menopausa, a mistura da Africa Ocidental foi associada a
densidade mineral 6ssea e a menor adiposidade visceral (66,67). Por outro lado, a mistura
amerindia tem sido associada a niveis mais altos de gordura corporal em criancas (68),
distribuicdo de gordura em mulheres hispano-americanas (69) e porcentagem de gordura
corporal em nativos americanos auto-identificados (70).

Estimativas de ancestralidade genética também foram usadas para avaliar a contribuicéo
da ancestralidade em aspectos fisioldgicos conhecidos por mediar o acimulo de gordura,
incluindo sensibilidade a insulina (71-74), atividade fisica e condicionamento fisico (68,75),
habitos alimentares (76) e fatores de crescimento, como o fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1 (IGF-1), um horménio que desempenha um papel importante no crescimento
infantil e tem efeitos anabdlicos em adultos (77). Embora esses estudos fornecam informacdes
sobre as possiveis aplicagdes da ancestralidade genética a natureza complexa do acumulo de
gordura, ainda é necessario identificar os mecanismos que conectam esse fator genético a
caracteristicas relacionadas a obesidade, considerando a influéncia de variados fatores

ambientais.

Genética e evolucao das popula¢Ges humanas
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A fim de se compreender os padrdes de diversidade genética das populagdes humanas
atuais, faz-se necessario o entendimento dos fatores evolutivos que as originaram. As
populagdes humanas tém como principal caracteristica uma baixa diferenciacdo
interpopulacional e uma diferenciacgéo significativa entre individuos de uma mesma populacao.
A variabilidade genética das populagdes deve-se ao acimulo de mutacfes e a acdo de outras
forcas evolutivas, tais como: migracdo, deriva génica, selecdo natural e também recombinacao
génica (78).

O aprofundamento do conhecimento do processo evolutivo é o escopo de todas as
pesquisas no ramo da genética de populagdes. Desta forma, os avancos cientificos trouxeram a
possibilidade de avaliacdo e estudo de uma das questfes mais pertinentes do homem moderno,

a de confirmar a histéria de sua disperséo pela Terra (Figura 1) (79).

Figura 1 - Migracdes humanas ao longo do tempo

Legenda: os deslocamentos do homem moderno a partir da Africa para Asia, Europa e Oceania e por Gltimo para
as Américas. Os nimeros correspondem a estimativa em anos determinada principalmente por fésseis
encontrados em diferentes sitios e lugares.

Fonte: Cavalli-Sforza et al. (79).

As migragfes humanas por diferentes regides continentais produziram marcas
genéticas, possiveis de serem confirmadas atualmente através de diferencas nas frequéncias
alélicas. Estudos envolvendo populagdes humanas utilizam marcadores com diferentes
caracteristicas em termos de taxa de mutacéo, susceptibilidade a fenémenos de deriva génica e
frequéncia de recombinacéo, para elucidar eventos ocorridos em diferentes escalas temporais.
A partir de estudos filogeograficos e do mapeamento das frequéncias alélicas para diferentes
marcadores genéticos, pode ser criado um quadro que sugere por onde e quando 0s ancestrais

do homem moderno se deslocaram (80).
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A maioria da variacdo vista hoje se originou no periodo de tempo durante o qual 0s
humanos distribuiram-se ao longo do Velho Mundo. O aumento do tamanho populacional foi
motivado pela agricultura e outros fatores que propiciaram a fixacdo das sociedades.
Aproximadamente, 90 % do total da variacao genética detectada ocorre entre individuos de um
mesmo continente e apenas 10-20 % entre populacdes de continentes diferentes. Portanto, o
padrdo de compartilhamento da variacdo genética entre as populacBes tem implicagdes
importantes para o entendimento sobre as diferencas e similaridades entre elas (81).

Visto isso, nomenclaturas com o intuito de classificar as populacdes existentes em
grupos ou ragas tém se mostrado pouco eficientes para descrever a diversidade observada. Esses
termos classificatérios entdo cairam em desuso, ndo sO pelo fato das diferencas
intrapopulacionais serem mais acentuadas que as interpopulacionais, mas também pela
inexisténcia de barreiras ao fluxo génico, criando gradientes continuos de variacdo entre
diferentes populacdes geogréficas.

O uso de marcadores de ancestralidade para se compreender a histdria de uma populagéo
¢ vital em estudos de biologia molecular. Esses marcadores sdo capazes de identificar
componentes de ancestralidade em diferentes populacbes geograficas, mesmo que muito

miscigenadas, como é o caso da populacdo brasileira.

Aspectos historicos da populacéo brasileira

Essencialmente uma populacdo formada por trés grupos ancestrais: europeus, africanos
e nativos, a populacéo brasileira se desenvolveu carregando caracteristicas desses trés povos,
ndo so histdricas e culturais, mas também moleculares.

Os nativos brasileiros, os primeiros habitantes, sdo descendentes do primeiro grupo de
cacadores asiaticos que chegaram as Américas durante o periodo glacial através do estreito de
Bering e possivelmente também por outros meios, inclusive marinhos, ha mais ou menos 16.000
anos (82-84). Espalharam-se pelas Americas ao longo de geracGes desde o extremo norte até o
extremo sul. Essa populagdo que originalmente saiu da Asia, sofreu uma reducéo drastica no
seu efetivo, diminuindo a variabilidade genética existente nestes primeiros povos que migraram
para o continente americano (85).

Estima-se que a chegada dos amerindios ao territério conhecido hoje como Brasil tenha
ocorrido por volta de 12.000 anos atrés. N&o é possivel uma determinacéo precisa do tamanho
da populagdo que habitava este territorio antes da chegada dos portugueses, devido a

precariedade de dados histdricos nesse periodo (84). A Fundagdo Nacional do indio (FUNALI)
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estima que a época da chegada dos portugueses, o Brasil era habitado por cerca de 5 milhdes
de amerindios, e muitos afirmam que os nativos que habitavam a regido eram, sobretudo,
pertencentes aos grupos Tupi e Jé ou Tapuia (86).

A origem dos povos amerindios €, no entanto, centro de controvérsia. Estudos genéticos
realizados nos ultimos anos trouxeram resultados divergentes em relacdo a data de chegada
destes povos a América. Embora haja crescente opinido de que o povoamento americano pode
ter se dado antes do que se tem por certo até agora, em torno de 16 mil anos (84,87), datas
anteriores a 30 mil anos sdo consideradas muito improvaveis. Tecnicamente, entretanto, se a
metade oriental da antiga Beringia for considerada como parte da América — sendo
efetivamente agora o Alasca — o0 ser humano poderia ter entrado no que hoje é a Ameérica em
torno de 20 mil anos atras (88).

A partir da colonizacdo europeia, muitas sociedades indigenas que viviam no territorio
foram sendo exterminadas pela a¢cdo de armas, em decorréncia do contagio por doencas trazidas
dos paises distantes ou, ainda, pela aplicagdo de politicas visando a “assimilagdo” dos indios a
nova sociedade implantada, com forte influéncia europeia (86).

Atualmente os indios sobrevivem, ndo apenas biologicamente, mas também do ponto
de vista das tradigdes culturais, segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), os quais demonstram que a popula¢do indigena apresenta hoje cerca de 220 diferentes
povos que somam mais de 800 mil pessoas, que falam 180 linguas distintas (89). Os indios
vivem nas mais diversas localidades do territério brasileiro e representam, em termos
demogréaficos, um pequeno percentual da populacdo de mais de 213 milhdes de habitantes no
Brasil. Todavia, sdo um exemplo concreto e significativo da grande diversidade cultural
existente no pais.

Os portugueses chegaram ao litoral brasileiro oficialmente em 22 de abril de 1500 e ja
trouxeram séculos de interacdo genética e cultural com outros povos de origens geogréaficas
distintas.

Como os portugueses ja utilizavam mao de obra escrava africana supde-se que 0S
primeiros escravos brasileiros tenham vindo junto com a esquadra de Cabral. Os primeiros
navios negreiros chegaram ao Brasil em meados do século XV trazendo escravos para trabalhar
na agricultura e na mineracgdo. Registros historicos sugerem que entre os seculos XVI e XIX, o
Brasil foi o pais para o qual foi trazido o maior nimero de escravos africanos, aportando cerca
de 4 milhdes de individuos, o equivalente a mais de um tergo de todo o comércio negreiro (89).

Entre 1500 e 1978, o Brasil também recebeu outros imigrantes, como o0s alemaes,

espanhois, italianos, sirio-libaneses e japoneses, que também contribuiram para a
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heterogeneidade da populacéo brasileira, intensificada e continua até os dias atuais. Estima-se
que 58 % dos imigrantes foram europeus, 40 % africanos e 2 % asiaticos (90). Por fim, houve
também um processo de incorporacdo de varias outras culturas a cultura brasileira, e,
consequentemente suas caracteristicas fenotipicas também foram adicionadas a populacéo.

O primeiro estudo sobre a constituicdo étnica da populagdo brasileira data de 1872, ainda
durante o império, e informa que ela seria composta por 2 milhdes de negros, 6,5 milhdes de
brancos, 200 mil indios e 6 milhdes de individuos miscigenados (91). A distribui¢do de grupos
étnicos baseada no auto-relato da cor de pele é heterogénea entre as regides geopoliticas
brasileiras. De acordo com a Pesquisa Nacional por Amostra Domiciliar (PNAD) realizada em
2010 pelo IBGE (89), cerca de 50 % dos mais de 190 milhdes de brasileiros autodeclararam
fenotipo de contribuicdo africana (autodefinidos como negros ou pardos, de acordo com a
nomenclatura utilizada no levantamento).

Devido a grande extensdo territorial, a distribuicdo desses grupos no territdrio brasileiro
ndo foi homogénea e reflete-se na composicédo da populacdo atual, sendo a contribuicdo dos
amerindios para o pool génico maior no norte, enquanto no nordeste observa-se a maior
contribuicdo africana dentre todas as regides (92). A populacdo branca esta mais concentrada
no sul do pais, diminuindo a medida que avangamos para as regides norte e nordeste. A maioria
da populagdo negra esta localizada nas regides nordeste e sudeste, apresentando um menor
percentual na regido sul. A regido norte € marcada pela maior presenca relativa de amerindios,
porém nota-se uma ligeira queda a medida que rumamos a direcdo meridional, passando pelas
regides centro-oeste e nordeste, a chegar, por fim, as regiGes sudeste e sul, onde se apresentam
0s menores indices, resultantes do exterminio histdrico (93).

Populagdes miscigenadas podem apresentar subestruturagao populacional, ou seja, pode
haver diferenca significativa em suas composicGes genéticas. Esse efeito pode levar a
interpretacdo espuria dos resultados de associagdo, que ndo se deve a ancestralidade ou aos loci
estudados em si. Para corrigir efeitos de uma possivel subestruturacdo e se observar o efeito
real dos fatores genéticos utilizados, os marcadores informativos de ancestralidade sé&o

fundamentais em estudos de associacdo entre fatores genéticos e condices clinicas.

Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIMs)
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Os Ancestry Informative Markers (AIMs, em portugués, Marcadores Informativos de
Ancestralidade), sdo aqueles que apresentam alto diferencial entre suas frequéncias alélicas em
populacgdes diferentes ou geograficamente distantes. Esses marcadores sao especialmente Uteis
em populacdes miscigenadas para inferir a ancestralidade de um individuo ou estimar
proporcOes de ancestralidade de diferentes origens (94). Consequentemente, os AIMs
apresentam um interesse geral em estudos de populagdes e genética clinica (95).

As populagdes possuem em sua grande maioria alelos em comum entre elas, mas devido
a forcas evolutivas como mutacdo, deriva génica e selecdo natural, populagdes de diferentes
regides geogréaficas podem apresentar alelos distintos. O alto grau de similaridade genética
reflete a recente distribuicdo da espécie humana em grupos continentais (94). Os alelos
especificos, portanto, apresentam frequéncias diferenciadas entre populacdes definidas
geografica, cultural e/ou etnicamente (79,96,97).

Em estudos de associacdo entre genética e doencas, é de vital importancia o uso de
marcadores de ancestralidade como varidvel de controle junto de marcadores genéticos
descritos como associados a obesidade em populaces que podem apresentar subestruturacao
génica, para que se evite a observacdo de associacdes erroneas devidas a essa estratificacdo

populacional.

Polimorfismos de Insercao/Delecéo (InDels)

Uma classe de polimorfismos de comprimento muito utilizada como marcadores
informativos de ancestralidade sdo os polimorfismos que envolvem inser¢des/delecdes (InDels)
de bases.

InDels sdo uma forma de polimorfismo bialélico. Um InDel é a insercdo ou a delecdo
de um segmento de DNA que varia de um nucleotideo a centenas de nucleotideos. Os dois
alelos para inserc¢des bialélicas podem ser classificados como “curto” e “longo” (98).

Esses marcadores séo ferramentas Uteis para estudos populacionais, ja que os alelos mais
recentes apresentam uma distribuicdo geografica restrita, com frequéncia mais elevada na
regido onde recentemente surgiu e mais baixa ou até mesmo ausente em outras regides,
enquanto os alelos que surgiram h& mais tempo ja foram espalhados através de eventos
migratorios e se mostram em frequéncias elevadas em regiGes proximas ao seu surgimento.
Esse tipo de marcador é de interesse relevante em estudos de ancestralidade, pois permite a

identificacdo de componentes genéticos ancestrais em uma determinada populacgdo (96,97).
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Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNPs)

Os principais marcadores utilizados em estudos de associacdo entre genes descritos
como associados a obesidade e a condicéo clinica sdo os SNPs. Esses marcadores sao bialélicos
e possuem uma abundante variagdo no genoma (99). Ocorrem em regides intergénicas ndo
codificantes e em genes (éxons e introns) (100). Eles refletem as mutagdes que ocorreram no
passado, em um evento unico (101). Em consequéncia disso, dois individuos que compartilham
um alelo sdo marcados com uma heranca evolutiva comum. Cerca de 90 % das diferencas na
sequéncia de DNA em humanos sdo diferencas em um Unico nucleotideo (102). Essa
abundancia no genoma torna os SNPs ideais para andlises filogenéticas e de associacdo entre
genética e condicBes de interesse clinico (100,101).

Por sua heranca estavel através de geracdes, explicada pela sua baixa taxa de mutacéo,
esses marcadores apresentam uma mudancga gradual ao longo do tempo, ao contrario de
marcadores de mutacdo rapida, como os microssatélites. Essa relativa constancia genética faz
com que os SNPs sejam os polimorfismos mais utilizados em estudos de associacao entre

fatores genéticos e tracos relacionados a doencas, tal qual a obesidade.

Genes associados a obesidade

Com o avanco das tecnologias de analise molecular, houve uma explosdo de trabalhos
cujo objetivo era a associacdo entre fatores genéticos e enfermidades. Autores identificaram
centenas de genes associados as mais diversas condicGes clinicas, entre elas a obesidade. A
partir dos anos 2000, genes foram identificados como candidatos a susceptibilidade de ganho
de massa gorda, aumentando o catdlogo de variantes genéticas possivelmente associadas a
sindrome.

Diversos estudos apontam para a existéncia de associag@o entre obesidade e variantes
alélicas de genes tais como FTO, ENPP1, MC4R, NEGR1, THSD7A, TMEM18, PONL1. Esses
genes estdo relacionados a obesidade por suas atuacdes principalmente ao nivel do sistema
nervoso central e do metabolismo energético (103-107). Willer et al. (19) confirmaram que
variantes dos genes FTO e MC4R atuam através do sistema nervoso e influenciam em
mecanismos do comportamento alimentar, como apetite, saciedade e recompensa, e tém
consequente papel na regulagdo da massa corporal. Identificaram-se ainda seis novos loci
passiveis dessa associacdo, dentre eles KCTD15, GNPDA2, SH2B1 e MTCH2.
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O MC4R é um gene que codifica o receptor da melanocortina 4. Esse gene é expresso
no tecido adiposo, tecido muscular e em vérias regiGes do cérebro, principalmente no nucleo
hipotaldamico, onde desempenha um papel central no controle do balango energético e da
ingestdo alimentar (20,108,109). A proteina codificada interage com 0s hormdnios
adrenocorticotréficos (ACTH) e os estimulantes de melandcitos (MSH), e o resultado dessa
interacdo é mediado pelas proteinas G, resultando na liberacdo de cortisol pelas glandulas
adrenais, e consequente efeito no comportamento alimentar. Esse gene possui um alelo
associado a obesidade humana hereditaria e a diferentes caracteristicas da obesidade
(19,20,110-112).

Concluiu-se em um estudo que, em 750 homens dinamarqueses com desenvolvimento
de obesidade juvenil, a frequéncia do alelo mutante de risco foi de 2,5 %, confirmando que
variacdes no gene MC4R sdo uma das causas genéticas identificadas mais comuns de obesidade
(113).

Conhecido como gene associado a massa gorda e obesidade, 0 FTO tem sido descrito
como tendo um papel na regulacdo do IMC (19), e apresentar uma associacdo direta com a
obesidade, principalmente em populacGes europeias. Um aumento da expressdo do alelo de
risco do FTO pode levar ao aumento da massa gorda e obesidade por meio do consumo
alimentar excessivo (114).

Os niveis mais elevados de mRNA do gene FTO sdo encontrados no hipotalamo,
principalmente no ndcleo arqueado. O nucleo arqueado tem um papel importante no controle
da ingestdo alimentar, o que sugere que esse gene pode atuar no gerenciamento do balanco
energético (115).

Observou-se em um trabalho que a expressdo do gene FTO foi regulada positivamente
no hipotdlamo de ratos apds a privacdo de comida e inversamente correlacionada com a
expressao do peptideo semelhante a galanina orexigénica, que esta envolvido na estimulacédo
da ingestdo de alimentos (116). Aumentos na expressdo hipotalamica desse gene estdo
associados a regulacéo da ingestéo de energia, mas ndo a recompensa alimentar (117).

Em particular, europeus com uma copia do alelo de risco pesavam em média 1,2 kg a
mais do que as pessoas sem nenhuma cépia. Portadores de duas copias (16 % dos individuos)
pesavam 3 quilos a mais e apresentavam maior indice de obesidade do que aqueles sem copias
(118).

Expresso nos sistemas nervosos central e enddcrino (adrenais), o gene FAIM2 é um
inibidor da apoptose, possivelmente relacionado a obesidade. No entanto, os mecanismos pelos

quais esta envolvido na obesidade nédo sdo totalmente compreendidos. Alteracdes epigenéticas
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podem ser as responsaveis por essa associa¢do. Os niveis de metilagdo em oito locais no
promotor do gene foram significativamente diferentes entre individuos obesos e magros (119).
Esse estudo forneceu a primeira evidéncia de que os niveis de metilacdo do promotor FAIM2
estdo significativamente associados a obesidade. Outros autores observaram que uma variante
alélica estd associada a incidéncia de obesidade em pacientes chineses Han (120) e em
individuos que mantém uma dieta mediterranea (121).

O gene BDNF codifica um membro da familia das proteinas do fator de crescimento
neuronal e sua associa¢do com a obesidade é contestada. Esse gene tem papel fundamental na
sobrevivéncia, maturacado e diferenciacdo neuronal durante o desenvolvimento do hipotalamo,
onde auxilia na modulagdo do metabolismo energético (19,122).

Xu et al. (123) descobriram que, semelhante as mutacées no MC4R, camundongos com
mutacdes no BDNF apresentaram hiperfagia e obesidade quando adultos jovens, sugerindo um
papel para esse gene no balango energético.

Dado o sucesso limitado do mapeamento genético na identificacdo de variantes comuns
ou raras que explicam a variacdo fenotipica em caracteristicas relacionadas a obesidade, a
investigacdo das interacdes entre fatores genéticos, ambientais e condic¢des clinicas torna-se
fundamental na compreensdo de como marcadores genéticos podem impactar a adiposidade,
obesidade e suas manifestacfes metabdlicas, como destacou Kaiser (124).
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JUSTIFICATIVA

Muitos pesquisadores consideram que 0 "The Big Two™ — padrdes de dieta e atividade
fisica — ndo é suficiente para explicar, isoladamente, o crescimento mundial arrebatador da
obesidade nas ultimas décadas, que também € observado em populagdes animais (71). Portanto,
a pesquisa cientifica vem incorporando temas adicionais, que em conjunto constituiriam palco
para as causas da obesidade. Diversos autores sugerem uma associacdo entre a obesidade e
diversos genes, muitos deles altamente expressos ou que atuam ao nivel do sistema nervoso
central (19). Outros relatam uma correlacéo entre ancestralidade e obesidade infantil (125,126).
Essas correlacdes tém sido inferidas em varias populacdes ou subgrupos populacionais ao redor
do mundo, a partir de anélises de diversos polimorfismos (13,24). No entanto, em populacdes
miscigenadas, estudos de associacdo entre genética e adiposidade podem ser dificultados pela
presenca de subestruturacdo populacional. Neste caso, é necessario o uso de AIMs para eliminar
associacOes espurias e prevenir erros estatisticos do Tipo | e do Tipo Il (127).

O aumento da adiposidade e consequente obesidade ¢ uma condicdo multifatorial e
complexa. Estudos multifatoriais que consideram aspectos genéticos, ambientais, sociais e
culturais sdo cada vez mais fundamentais para que se entenda a complexidade dessa sindrome
e como ela se desenvolve.

A presente pesquisa destaca-se pelo ineditismo em associar fatores genéticos e
marcadores relacionados a obesidade na populacdo em que se propds a analisar, de forma a

acrescentar conhecimento e informag6es ainda desconhecidos.



32

1. OBJETIVOS
1.1. Geral
a) Investigar associacdes independentes entre marcadores genéticos, de

ancestralidade e em genes descritos como associados & obesidade, e marcadores de
adiposidade.

1.2. Especificos

a) Identificar a contribuicdo ancestral europeia, africana e amerindia em cada
individuo da amostra de estudo, através da genotipagem de 46 AIM-InDels
autossomicos;

b) Determinar o genétipo de cada individuo da amostra para quatro SNPs
localizados em genes associados a obesidade: rs17782313 (MC4R), rs9939609 (FTO),
rs7138803 (FAIM2), rs4074134 (BDNF);

c) Verificar se ha subestruturacdo populacional na amostra de estudo para os 50
marcadores genéticos (46 AIM-InDels e 4 SNPs), atraves de testes ao Equilibrio de
Hardy-Weinberg;

d) Analisar por regressdo linear se hd associacao estatisticamente significativa entre
as ancestralidades europeia, africana e amerindia da amostra e os marcadores de
adiposidade;

e) Determinar na amostra se ha associacdo estatisticamente significativa entre os
SNPs localizados nos genes descritos como associados a obesidade e marcadores

relacionados a esta, através de testes de regressao linear.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Amostras e extracdo de DNA

Neste trabalho foram analisadas amostras de DNA de 501 individuos adultos nédo
aparentados do Estado do Rio de Janeiro, participantes do Estudo Pré-Saude (EPS). O EPS é
um estudo longitudinal prospectivo com funcionarios publicos ndo docentes de campi
universitarios no Estado do Rio de Janeiro, Brasil, que tem como foco a investigacdo dos
determinantes sociais e comportamentais relacionados a satde (128). Quatro ondas de coleta
de dados foram conduzidas entre 3.253 participantes (1999, 2001-2, 2006-7 e 2012-13).
Durante a quarta onda de coleta de dados, uma amostra de 520 participantes foi selecionada.
Essa amostra foi definida considerando as proporcdes dos estratos de género, idade (até 50 anos
vs. 51 anos ou mais) e grau de escolaridade (até segundo grau completo vs. universitario
completo ou mais) na populacdo da coorte, para realizar avaliagdes adicionais, incluindo a
composicdo corporal por absorciometria de raios-X de dupla energia (DXA) e analises de
ancestralidade genética.

Todas as amostras foram coletadas sob consentimento livre e esclarecido e o projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Instituto de Medicina Social da Universidade
do Estado do Rio de Janeiro (CAAE 0041.0.259.000-11 e 04452412.0.0000.5260). Todos 0s
procedimentos realizados neste estudo envolvendo participantes humanos estavam de acordo
com os principios éticos da Declaracdo de Helsinque de 2000 da Associa¢do Médica Mundial
(129).

A extracdo e purificacdo do DNA de leucocitos foram realizadas utilizando-se o Kit
comercial (Puregene Blood Kit, Qiagen, Dusseldorf, Alemanha). Foram avaliadas a qualidade
e a integridade do DNA via eletroforese em gel de agarose 0,8 %. As amostras de DNA foram
quantificadas por meio de espectrofotometria em NanoDrop (Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Carlsbad, CA, EUA), aliquotadas e armazenadas a -80 °C ate sua utilizacéo.
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2.2. Genotipagem dos 46 AIM-InDels

A fim de estimar as poporcdes de ancestralidade africana, europeia e amerindia de cada
individuo analisado neste estudo, foi utilizado um método de analise por Polymerase Chain
Reaction (PCR, em portugués, Reacdo em Cadeia da Polimerase) multiplex composto por 46
AIM-InDels. A lista dos marcadores amplificados nesse multiplex, a descricéo dos alelos e suas

localizacdes fisicas sdo mostradas na tabela 2.
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Tabela 2 - AIM-InDels utilizados neste estudo, incluindo a localizacdo de cada marcador no
genoma e os alelos relatados

Cédigo rs MID* Cromossomo Posicao (bp)** Alelos descritos no dbSNP
rs2307666 MID-1470 1 64729920 -IGTTAC
rs1610863 MID-777 16 6551830 -IGAA
rs16635 MID-196 6 99789775 -/ICAT
rs1610965 MID-881 5 79746093 -IACTT
rs35451359 MID-3122 18 45110983 -IATCT
rs140837 MID-548 6 3708909 -ICT
rs1160893 MID-659 2 224794577 -ICT
rs2308203 MID-2011 2 109401291 -/CTAGA
rs33974167 MID-2929 8 87813725 -ITA
rs1160852 MID-593 6 137345857 -4TT
rs1610884 MID-798 5 56122323 -IGGGAAA
rs2067280 MID-1193 5 89818959 -IAT
rs2308067 MID-1871 7 127291541 TT
rs4183 MID-17 3 3192524 -ITAAC
rs3054057 MID-2538 15 86010538 -/AACA
rs2307840 MID-1644 1 36099090 -/GT
rs60612424 MID-3854 6 84017514 -ITCTA
rs3033053 MID-2275 14 42554496 -ITCAGCAG
rs16384 MID-94 22 42045009 -IAAC
rs34611875 MID-3072 18 67623917 -/GCCCCCA
rs1610859 MID-772 5 128317275 -ITAG
rs3045215 MID-2313 1 234740917 -IATTATAACT
rs25621 MID-397 6 139858158 -/TTCT
rs2307832 MID-1636 1 55590789 -IAA
rs16343 MID-51 4 17635560 -ITTTAT
rs3031979 MID-2431 8 73501951 -IATTG
rs34122827 MID-2264 13 63778778 -IAAGT
rs133052 MID-2256 22 41042364 -ICAT
rs6490 MID-128 12 108127168 -IATT
rs4181 MID-15 2 42577803 -/AAATACACAC
rs3030826 MID-2241 6 67176774 -IGTCCAATA
rs140708 MID-419 6 170720016 -/AATGGCA
rs1611026 MID-943 5 82545545 -ITGAT
rs16438 MID-159 20 25278470 -/CCCCA
rs2308161 MID-2005 10 69800909 -/AACAAT
rs16687 MID-250 7 83887882 -ICA
rs2307998 MID-1802 5 7814345 -/GGA
rs2307803 MID-1607 3 108981031 -ITG
rs2307930 MID-1734 6 84476378 -/CCAT
rs25630 MID-406 6 14734341 -IAG
rs2307582 MID-1386 1 247768775 -/AAACTATTCATTTTTCACCCT
rs2307922 MID-1726 1 39896964 -ICAAGAACTATAAT/CACTATCTATTAT
rs11267926 MID-3626 15 45526069 -IAATATAATTTCTCCA
rs25584 MID-360 12 112145217 -IAA
rs2307799 MID-1603 5 70828427 -/TTGT
rs34541393 MID-2719 20 30701405 -IAACT

Legenda: *: nomenclatura dos marcadores de acordo com Weber et al. (130) e com o banco de dados Marshfield
Diallelic Insertion/Deletion Polymorphisms. **: listagem dos marcadores de acordo com dbSNP (build
132).

Fonte: Pereira et al. (97).

Os 46 AIM-InDels analisados foram selecionados por apresentarem diferencas

significativas na distribuicdo das frequéncias alélicas entre africanos, europeus, amerindios e
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asiaticos. Sendo assim, esse sistema de 46 AIM-InDels permite medir eficientemente
proporcdes de mistura/miscigenacéo de quatro origens continentais diferentes (Africa, Europa,
Ameérica e Leste Asiatico) em uma so reacédo (97).

Na PCR utilizou-se o kit QIAGEN Multiplex PCR (Qiagen). A mistura de reacdo foi
composta por master mix a 1x (Qiagen), 0,5 uL do primer mix com 0,1 uM dos primers de
todos os 46 marcadores (97) e 0,5 puLL do primer mix de reforco com 0,2 uM dos primers de 7
marcadores contidos no multiplex, séo eles: MID-196, MID-881, MID-3854, MID-772, MID-
943, MID-3626, MID-2719; 1,0 uL de agua ultrapura esterilizada Milli-Q® e 0,5 ng de DNA
gendmico na reacdo, em 5 pL de volume final. As condi¢Bes termociclicas foram: desnaturagéo
inicial a 95 °C por 15 min; 25 ciclos de 94 °C por 30 s, 60 °C por 90 s, e 72 °C por 45 s; e
extensdo final a 72 °C por 60 min. Dos produtos das PCRs foram aliquotados 1 pL e misturados
a 9 uL de formamida.

Os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese capilar pelo sistema de
analise molecular ABI3500 (Life Technologies).

A analise dos produtos amplificados e a nomeacdo dos alelos foram feitas com o

software GeneMapper ID-X v1.2 e/ou GeneMapper ID v4.1 (Life Technologies).
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Figura 2 - Eletroferograma de um perfil para os 46 AIM-InDels, como visualizado no software
GeneMapper
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Legenda: picos sdo analisados como alelos, com duas possibilidades — pelo bialelismo dos marcadores AIMs,
podendo o individuo ser hétero ou homozigoto para um marcador.
Fonte: O autor, 2021.

2.3. Genotipagem dos quatro SNPs descritos como associados a obesidade

Quatro SNPs de genes previamente descritos em associacdo com obesidade foram
genotipados em cada individuo: rs17782313-MC4R (T > C), rs9939609-FTO (T > A),
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rs7138803-FAIM2 (G > A) e rs4074134-BDNF (C > T). A genotipagem foi realizada por qPCR
com parametros de ciclagem padréo para testes TagMan® (Thermo Fisher Scientific).

A discriminacdo alélica por PCR em tempo real pelo ensaio TagMan® foi usada para a
genotipagem. As sondas e os primers foram projetados pela Thermo Scientific Inc. A PCR em
tempo real foi realizada em um sistema Step One Plus Real-Time PCR (Thermo Fisher
Scientific). Os resultados foram analisados usando o software SDS 2.3 (Thermo Fisher

Scientific).

2.4 Marcadores de adiposidade

A massa corporal total e a massa total de gordura corporal foram aferidas por
absorciometria de raios-X de dupla energia (DXA), com equipamento iDXA Lunar (GE
Healthcare, Milwaukee, WI, USA) e software enCORE 2008 versdo 12.20 (iDXA GE Medical
Systems enCORE Manual do Operador e Informac6es do Produto). A porcentagem de gordura
corporal (GORD C.) foi derivada da massa total e da massa total de gordura (massa total de
gordura/massa total x100).

Para 0 exame de corpo inteiro, os participantes utilizaram roupas leves e sem acessorios
gue pudessem enviesar as medi¢oes. A seguir foram colocados em decubito dorsal e solicitados
a permanecer imoveis até o final do procedimento. Todas as varreduras DXA foram realizadas
pelo mesmo profissional treinado e seguiram os procedimentos de controle de qualidade padréo
de acordo com o fabricante. O equipamento foi calibrado diariamente de acordo com o
protocolo do manual (iDXA GE Medical Systems enCORE Manual do Operador e Informacdes
do Produto).

Para o exame de circunferéncia da cintura (CC) e medida do quadril, em centimetros
(cm), os participantes foram recomendados a usar roupas leves e sem acessérios de metal, de
acordo com o protocolo padréo (131). A relagéo cintura-quadril (RCQ) foi resultante da diviséo
da circunferéncia da cintura pela medida do quadril.

A altura foi medida com estadidmetro de parede com preciséo de 0,1 cm, engquanto 0s
individuos permaneceram descal¢os na posicao ortostatica e com a cabeca orientada na posi¢éo
horizontal do plano de Frankfurt. O calculo do IMC foi resultante da massa total e altura
(kg/m2),
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2.5 Andlise estatistica

Os testes ao Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), para os marcadores de
ancestralidade e os SNPs, foram efetuados utilizando o software Arlequin versao 3.5 (132).

As estimativas de ancestralidade de cada individuo foram realizadas no software
STRUCTURE v2.3.4 (133), usando dados de populacdes africanas, europeias e nativas do
painel de diversidade HGDP-CEPH como referéncia (97). Os dados das populacdes de
referéncia incluiram 98 individuos africanos, 147 europeus e 51 nativo americanos.

A andlise de clustering foi realizada no software STRUCTURE usando um periodo de
100.000 burnin steps, seguido por 100.000 iteragcdes Markov Chain Monte Carlo (MCMC). Na
analise, foram assumidos trés clusters (K) e, para verificar a consisténcia dos resultados, foram
realizadas cinco analises independentes. Os resultados das cinco analises foram combinados
usando o software CLUMPP v.1.1.222 (134) para obter a melhor estimativa dos coeficientes de
associagéo do cluster.

A normalidade das variaveis continuas foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. Todas
as variaveis continuas apresentaram distribuicdo normal.

Foram utilizadas regressdes lineares com modelos hierdrquicos para examinar as
associacOes entre cada propor¢do de ancestralidade genética e cada gendtipo dos quatro SNPs
com caracteristicas relacionadas a obesidade na populagdo amostrada. Devido ao fato de alguns
individuos ndo possuirem informac@es para dois tragos de adiposidade — IMC e porcentagem
de gordura corporal —, a amostra varia nas analises de 498 a 501 individuos.

Cada ancestralidade — africana, europeia e amerindia — foi utilizada como variavel
continua, através de suas proporcdes. Para fazer as associacdes, foram utilizados quatro
marcadores de adiposidade: IMC, circunferéncia da cintura, razdo cintura-quadril e
porcentagem de gordura corporal. Para evitar associa¢fes espurias, as seguintes variaveis de
controle foram incluidas na analise entre ancestralidade e adiposidade: idade, género e renda.
Para a andlise entre os gendtipos dos SNPs e as medidas relacionadas a obesidade, foram
utilizadas todas as varidveis de controle anteriores, com a adi¢do da variavel ancestralidade.
Cada gendtipo foi transformado em variavel dummy para que fosse possivel utilizar regressoes
lineares. As andlises estatisticas foram realizadas no software IBM SPSS versdo 20.0 (IBM
Corp., Armonk, NY, EUA) e 0,05 foi considerado como o nivel de significancia estatistica.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2 Analise de subestruturacgdo populacional

Quando em uma populacdo os cruzamentos entre individuos ndo ocorrem de forma
aleatdria, diz-se que a populacdo esta subestruturada. Em populacbes recentemente
miscigenadas, a presenca de subestrutura implica a existéncia de grupos com diferengas em sua
composicdo genética. Estas diferencas devem ser tidas em conta em estudos de associagao,
quando se comparam duas ou mais amostras populacionais. E necessario ter cuidado com
populacdes subestruturadas, pois podem levar a resultados espurios de associacdo. Para
verificar se a populagéo se encontra subestruturada, foram realizados testes ao EHW, para todos
os marcadores genéticos estudados. Na tabela 3, encontram-se detalhados os valores de
heterozigosidade observada, esperada e correspondentes valores de p.

Dos marcadores de ancestralidade (46 AIM-InDels), 14 tiveram suas heterozigosidades
observadas significativamente menores das esperadas (p < 0,05): MID-881, MID-3122, MID-
593, MID-1644, MID-3854, MID-3072, MID-2264, MID-419, MID-493, MID-159, MID-
2005, MID-1802, MID-1386 € MID-3626.

Para 0s SNPs rs17782313 (MC4R), rs9939609 (FTO), rs7138803 (FAIM2) e rs4074134
(BDNF), o SNP rs4074134 (BDNF) teve sua heterozigosidade observada (0,309)
significativamente menor (p = 0,001) da esperada (0,395).

Observa-se que a populagdo estudada estd em Desequilibrio de Hardy-Weinberg, ou
seja, ela se encontra subestruturada. Esses resultados mostram que sua carga homozigética é
maior do que seria esperado se ela ndo apresentasse subestrutura. Em estudos de associacéo,
quando uma populacédo esta subestruturada — com diferencas em sua composicdo genética —
, associacOes espurias entre fatores geneéticos e caracteristicas ligadas a doengas podem surgir
de diferencas na ancestralidade que ndo estdo relacionadas ao risco da doenga em si.

A utilizagdo dos AlMs como fator de correcdo nas analises de associacdo entre os SNPs
associados a obesidade e marcadores relacionados a condicdo clinica é vital para que esses

efeitos de subestruturagdo ndo enviesem os resultados e levem a interpretagdes erroneas.



Tabela 3 - Resultados dos testes ao Equilibrio de Hardy-Weinberg

Marcador
46 AIM-InDels (n =501) [Het. Obs. Het. Esp. p-valor
MID-1470 0,473 0,495 0,357
MID-777 0,473 0,449 0,271
MID-196 0,493 0,500 0,787
MID-881 0,309 0,366 0,001
MID-3122 0,174 0,219 0,001
MID-548 0,403 0,396 0,736
MID-659 0,242 0,259 0,167
MID-2011 0,451 0,491 0,091
MID-2929 0,415 0,415 1,000
MID-593 0,246 0,342 0,001
MID-798 0,477 0,500 0,263
MID-1193 0,281 0,270 0,505
MID-1871 0,337 0,335 1,000
MID-17 0,463 0,499 0,108
MID-2538 0,387 0,418 0,109
MID-1644 0,331 0,385 0,003
MID-3854 0,293 0,351 0,001
MID-2275 0,323 0,339 0,355
MID-94 0,281 0,286 0,755
MID-3072 0,289 0,391 0,001
MID-772 0,118 0,114 1,000
MID-2313 0,348 0,344 0,895
MID-397 0,397 0,411 0,514
MID-1636 0,471 0,472 1,000
MID-51 0,477 0,495 0,421
MID-2431 0,212 0,217 0,541
MID-2264 0,525 0,528 0,001
MID-2256 0,291 0,300 0,551
MID-128 0,387 0,412 0,190
MID-15 0,454 0,488 0,121
MID-2241 0,453 0,467 0,564
MID-419 0,236 0,271 0,004
MID-943 0,417 0,483 0,001
MID-159 0,457 0,486 0,004
MID-2005 0,436 0,500 0,006
MID-250 0,405 0,421 0,457
MID-1802 0,234 0,265 0,017
MID-1607 0,367 0,365 0,903
MID-1734 0,309 0,317 0,656
MID-406 0,447 0,491 0,057
MID-1386 0,299 0,334 0,023
MID-1726 0,482 0,497 0,530
MID-3626 0,451 0,500 0,031
MID-360 0,393 0,402 0,482

41
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MID-1603 0,414 0,439 0,222
MID-2719 0,473 0,482 0,713
SNPs (n =501) Het. Obs. Het. Esp. p-valor
rs17782313 (MC4R) 0,327 0,337 0,510
1s9939609 (FT0) 0,487 0,489 1,000
rs7138803 (FAIM?2) 0,425 0,409 0,443
154074134 (BDNF) 0,309 0,395 0,001

3.3 Ancestralidade genética

Neste estudo, um conjunto de 46 AIM-InDels foi analisado na populagdo fluminense,
com o objetivo de estimar as proporc¢des de ancestralidade africana, europeia e amerindia em
cada um dos individuos amostrados.

Quando comparado o resultado as populacgdes de referéncia (africana, europeia e nativa
americana), a diversidade genética média foi maior na amostra do Estado do Rio de Janeiro,
como seria 0 esperado ap6s cinco seculos de mistura entre individuos de diferentes origens
continentais.

Utilizando o painel de diversidade HGDP-CEPH como referéncia, avaliou-se
proporcOes de mistura na fragdo populacional do Estado do Rio de Janeiro com o software
STRUCTURE. Considerando os registros histdricos de uma contribuicdo essencialmente tri-
hibrida de amerindios, europeus e africanos para a formacao da atual populacéo brasileira, neste
trabalho, foi estimada a mistura individual e populacional destas proporc@es, assumindo-as
como as trés principais populagdes ancestrais. Os individuos revelaram padrfes de mistura
altamente variaveis numa populacdo de ascendéncia predominantemente europeia (57,2 %)
seguida por africana (28,8 %) e amerindia (14 %). A variacdo na ancestralidade nativa
americana foi relativamente pequena (Min = 0,023, Max = 0,773, SD = 0,105, Variancia =
0,011) em comparagdo com a africana (Min = 0,021, Méx = 0,940, SD = 0,246, Variancia =
0,061) e a européia (Min = 0,027, Max = 0,940, SD = 0,249, Variancia = 0,062) (Gréfico 1).
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Grafico 1 - Proporces de ancestralidade de cada individuo da amostra populacional do Estado
do Rio de Janeiro, utilizando os 46 AIM-InDels e obtidas pelo software
STRUCTURE
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Legenda: Gréafico de barras, onde cada barra representa um individuo. As analises foram realizadas usando
populagdes de referéncia (opgdo USEPOPINFO no STRUCTURE), e considerando K = 3 (100.000
burnin steps seguidas por 100.000 iteracdes MCMC).

Fonte: O autor, 2021.

A entrada de europeus e africanos no pais é historicamente bem documentada e apoiada
geneticamente por estudos anteriores usando marcadores uniparentais, gque mostraram
evidéncia clara de uma mistura enviesada envolvendo predominantemente descendentes de
homens europeus e mulheres africanas ou nativas (135-137).

Estudos usando AIMs autossomicos demonstraram uma heranga essencialmente tri-
hibrida e uma ascendéncia predominantemente europeia para a maioria das populagdes
brasileiras, com algumas diferencas nos propor¢des dependendo da regido geografica
considerada ou em determinados grupos étnicos autodeclarados (93,138).

Os resultados aqui presentes também estdo de acordo com o que foi verificado por
Manta et al. (139), que caracterizaram a populacdo do Rio de Janeiro atraves dos 46 AlM-
InDels, e observaram ancestralidade majoritamente europeia (55,2 %), seguida de africana
(31,1 %) e amerindia (13,7 %). Tais resultados mais que corroboram outros trabalhos e,
principalmente, a origem, construcao e constituicao histérica da populacao brasileira.

As variagdes nos valores medios de ancestralidade genética entre homens e mulheres
mostraram diferencas estatisticamente significativas (p = 0,001) quanto as proporgdes de
ancestralidade africana e europeia. J& para a ancestralidade nativa americana, a diferenca nao
foi estatisticamente significativa. Os resultados das médias na amostra da populacao, como seus

respectivos desvios padrdo e valores de p sdo mostrados na tabela 4.
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Tabela 4 - Diferencas nas médias das ancestralidades genéticas por género na amostra
populacional. O desvio padrdo e o nivel de significancia também sdo mostrados

Ancestralidade Género N Média SD p-valor
AR | uliee 200 w1 oaes 000
BUR | b 26 oss ozes 000
I v e -

Legenda: N: nimero de individuos, SD: Desvio Padréo.

3.4 Populagdo amostral quanto aos marcadores de adiposidade

As caracteristicas guantitativas da amostra para cada marcador de adiposidade estdo
resumidas nas tabelas de estatisticas descritivas (Tabelas 5 e 6). As diferencas nos valores
médios entre homens e mulheres para 0s tracos relacionados a obesidade revelaram que apenas
para o IMC as variagdes ndo foram estatisticamente significativas (p = 0,635).

Tabela 5 - Médias dos individuos amostrados, desvio padrdo e p-valores entre homens e

mulheres
p-valor (entre
T?tal / N Média SD homens e
Género
mulheres)
Total 498 28,04 5,05
IMC (kg/m?) Homens 240 27,93 4,58 0,635
Mulheres 258 28,15 5,46
Total 501 97,10 12,47
CC (cm) Homens 240 98.81 12,35 0,003
Mulheres 261 95,53 12,38
Total 501 0,94 0,08
RCQ Homens 240 0,97 0,06 0,001
Mulheres 261 0,90 0,07
Total 498 36,26 8,32
GORD C. (%) Homens 240 30,42 6,40 0,001
Mulheres 258 41,69 5,84

Legenda: IMC: indice de Massa Corporal; CC: Circunferéncia da Cintura; RCQ: Raz&o Cintura-Quadril; GORD

C.: Gordura Corporal; N: nimero de individuos, SD: Desvio Padréo.
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Em estudos que envolvem a afericdo da composicdo corporal, 0 método DXA reflete
com precisdo as medidas de adiposidade. Um diferencial desse método é que ele permite
quantificacbes precisas da gordura corporal total, bem como sua distribuicéo e localizagdo. O
DXA é considerado o padrédo ouro em estudos de validacdo de métodos e equacdes, além de ser
ndo invasivo, preciso e automatico (140).

Os quatro marcadores de adiposidade apresentam valores referenciais de corte
especificos para sobrepeso, obesidade, e seus consequentes riscos metabdlicos. De acordo com
a OMS (141), os valores de corte de IMC para pessoas eutrdficas (ndo obesas e sem sobrepeso),
pessoas com sobrepeso e pessoas obesas sdo, respectivamente: entre 18,5 kg/m? e 24,9 kg/m?,
entre 25 kg/m? e 29,9 kg/m? e acima de 30 kg/m2. Para o percentual de gordura corporal, 0s
valores de corte tém sido questionados. Devido ao fato da gordura corporal ser um grande fator
de risco para complicacdes metabodlicas, neste estudo foi utilizado 25 % ou mais para homens
e 35 % ou mais para mulheres, baseado em Grundy (142). Segundo a OMS (143), os valores
referenciais de corte da razao cintura-quadril sdo acima de 1 para alto risco nos homens e acima
de 0,85 para alto risco nas mulheres. Para a circunferéncia da cintura, os valores de corte para
riscos metabdlicos sdo entre 94 e 102 cm para risco aumentado e acima de 102 cm para risco
muito aumentado nos homens, e entre 80 e 88 cm para risco aumentado e acima de 88 cm para
risco muito aumentado nas mulheres. Na tabela 6 é apresentada a caracterizacdo detalhada dos
individuos de acordo com essas classificacdes.
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Tabela 6 - Caracterizagdo dos individuos quanto ao sobrepeso, obesidade e riscos metabolicos
para cada marcador de adiposidade, de acordo com a OMS

Sem Sobrepeso

Total / Género / Obesidade Sobrepeso Obesos
Total (498) 138 (27,71 %) 203 (40,76 %) 157 (31,53 %)
IMC (kg/m?) Homens (240) 66 (27,50 %) 98 (40,83 %) 76 (31,67 %)
Mulheres (258) 71 (27,52 %) 105 (40,70 %) 82 (31,78 %)
Baixo Risco Risco Risco Muito
Xo Aumentado Aumentado
CC (em) Homens (240) 83 (34,58 %) 65 (27,08 %) 92 (38,34 %)
Mulheres (261) 24 (9,20 %) 51 (19,54 %) 186 (71,26 %)
Baixo Risco Alto Risco
RCQ Homens (240) 154 (64,17 %) 86 (35,83 %)
Mulheres (261) 54 (20,69 %) 207 (79,31 %)
Sem Sobrepeso  Com Sobrepeso
/ Obesidade / Obesidade
Homens (240) 49 (20,42 %) 191 (79,58 %)
(1)
GORD C. (%) | \ulheres (258) 36 (13.95%) 222 (86.05 %)

Legenda: IMC: indice de Massa Corporal; CC: Circunferéncia da Cintura; RCQ: Razio Cintura-Quadril; GORD
C.: Gordura Corporal.

3.5 Associacao entre ancestralidade genética e os marcadores de adiposidade

Todas as correlagBes encontradas entre as ancestralidades e os marcadores de
adiposidade foram fracas de acordo com seus indices (Tabela 7). Ndo foram encontradas
associacOes estatisticamente significativas. Na analise sem a inclusdo de varidveis de correcéo,
de acordo com o coeficiente de regressao nao padronizado (), foi encontrada uma associagéo
direta estatisticamente significativa entre a ancestralidade africana e o percentual de gordura
corporal (B =3,170).

Para evitar interpretacdes espurias de associacdo devido a variacdo da amostra em idade,
género e renda, uma nova andlise foi realizada controlando essas variaveis. Ndo foram
detectadas associagdes estatisticamente significativas na nova analise. O novo valor de p ficou
acima do nivel de significancia entre a ancestralidade africana e o percentual de gordura
corporal (p = 0,465), o que indica um impacto das variaveis de controle na analise nédo

controlada.
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Tabela 7 - Resultados de associagdo e correlagdo, assim como intervalos de confianga e valores
de p para as analises de associacdo entre as ancestralidades genéticas e os marcadores

de adiposidade
. IMC (kg/m?) CC (cm) RCQ GORD C. (%)
Ancestralidade " o n =501 n =501 n = 498
B (IC 95 %) / r / p-valor - sem variaveis de controle
1,051 (-0,756,  -0,313 (-4,763, -0,018 (-0,045, 3,170 (0,204,
AFR 2,859)/ 4,137)/ 0,008) / 6,137)/
0,051 /0,254 -0,006 / 0,890 -0,061 /0,176 0,094 /0,036
-0,597 (-2,386, 1,468 (-2,930, 0,018 (-0,008,  -1,881 (-4,817,
EUR 1,192)/ 5,866) / 0,045) / 1,056 /
-0,029 /0,512 0,029/0,512 0,061 /0,172 -0,056 / 0,209
-2,417 (-6,664, -6,533 (-16,967, -0,002 (-0,065, -6,813 (-13,772,
AME 1,829)/ 3,900) / 0,061) / 0,146) /
-0,050/ 0,264 -0,055/0,219 -0,003 /0,954 -0,086 / 0,055
B (IC 95 %) / r / p-valor - com as varidveis de controle idade, género e
renda
0,784 (-1,128, 0,202 (-4,476,  -0,007 (-0,032,  -0,874 (-3,191,
AFR 2,696) / 4,881)/ 0,017)/ 1,444)/
0,036 /0,421 0,004 /0,932 -0,027 /0,553 -0,033 /0,459
-0,264 (-2,135, 1,198 (-3,376, 0,009 (-0,015, 1,517 (-0,743,
EUR 1,606) / 5,772) / 0,033)/ 3,777) /
-0,013 /0,781 0,023 /0,607 0,033 /0,469 0,059/0,188
-2,518 (-6,786,  -7,237 (-17,664, -0,009 (-0,064,  -3,560 (-8,721,
AME 1,750) / 3,191)/ 0,046) / 1,602) /
-0,052 /0,247 -0,061 /0,173 -0,015 /0,746 -0,061 /0,176

Legenda: IMC: indice de Massa Corporal; CC: Circunferéncia da Cintura; RCQ: Razdo Cintura-Quadril; GORD
C.: Gordura Corporal; IC: Intervalo de Confianca.

E importante ressaltar que, em geral, tanto na populagio do Estado do Rio de Janeiro
(139) guanto nesta amostra populacional do Estado, a maioria dos individuos possui baixa
ascendéncia indigena, e a variagdo na contribuicdo africana é complementar a europeia. 1sso
pode explicar as associacOes inversas observadas para essas duas ancestralidades.

Em geral, estudos que examinam associag0es entre as ancestralidades europeia ou
africana usando AIMs e marcadores de adiposidade, como o IMC, relatam resultados uniformes
para essas ancestralidades. Associagdes diretas e inversas sdo observadas entre as porgdes
ancestrais africana e europeia, respectivamente, e marcadores de adiposidade. Associa¢des
inversas também foram observadas com a ancestralidade amerindia. Os autores enfatizam, no
entanto, o importante papel do ambiente nesses resultados (26,58,63,69,144-147).
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No estudo realizado por Nassir et al. (69) em participantes afro-americanas e hispano-
americanas em poés-menopausa do Women's Health Initiative (WHI), foram encontradas
associac0es diretas significativas entre ascendéncia africana e IMC na populacdo em geral, bem
como em subgrupos de afro-americanas e hispano-americanas. Entretanto, quando a razéo
cintura-quadril foi usada como parametro de obesidade, uma associagdo direta significativa
mais fraca com ancestralidade africana foi encontrada na populagdo em geral e ndo observada
entre afro-americanas ou hispano-americanas. Curiosamente, a ascendéncia amerindia foi
diretamente associada com a razao cintura-quadril, mas ndo com o IMC na populacdo em geral.

A ancestralidade amerindia apresentou associa¢fes inversas para todos 0s marcadores
relacionados a obesidade utilizados neste estudo. Uma das explicacbes pode ser a dieta.
Goonesekera et al. (144) observaram evidéncias de efeito de modificacdo das associacOes entre
a ancestralidade nativa-americana e a adiposidade pela dieta. individuos com esta ascendéncia
que tiveram uma pontuacdo de alimentacdo saudavel relativamente alta, tiveram associacfes
inversas com todas as medidas de adiposidade, embora nem todos os resultados tenham
alcancado significancia estatistica.

O presente estudo nédo replicou os achados anteriores de que as ancestralidades europeia,
africana e amerindia estdo associadas ao IMC, circunferéncia da cintura, proporcao cintura-
quadril e porcentagem de gordura corporal. As diferencas nas condi¢des ambientais, sociais,
econdmicas e culturais entre as populagdes investigadas nos diferentes estudos podem explicar
a presente falta de associacdo. No entanto, os presentes resultados devem ser replicados em
amostras maiores usando populacdes da mesma origem.

Ao estudar caracteristicas relacionadas a salde, biodiversidade e & variabilidade
atribuidas ao uso de estimativas de ancestralidade genética, estas ndo devem ser simplesmente
substituidas pela simples classificacdo de etnia, mas utilizadas em conjunto. Embora a
autodeclaracdo de etnia seja de mais facil acesso e importante para a identificacdo pessoal,
podendo atuar como um substituto para fornecer informacdes sobre os fatores culturais e
ambientais que afetam as caracteristicas fenotipicas de uma populacdo miscigenada, seu uso
exclusivo nega a ancestralidade histérica dos individuos e confunde a compreensdo dos fatores
biologicos subjacentes & obesidade, seus tracos relacionados a riscos metabdlicos, e sua
variacao dentro e entre as populacgdes (63).

A medida que populagdes continuam a cruzar entre si, a autoidentificacdo tende a se
tornar menos o reflexo da verdadeira origem ancestral de um individuo. Divers et al. (148)

descreveram essa tendéncia entre hispano-americanos do Estudo Multiétnico para
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Aterosclerose (MESA), onde a ancestralidade genética ndo correspondia & auto-declaragéo

hispanica em 30% de seus participantes autodeclarados hispanicos.

3.6 Associacao entre os SNPs dos genes MC4R, FTO, FAIM2, BDNF e os marcadores de
adiposidade

Os genotipos obtidos dos marcadores SNP foram: TT, CT, CC para rs17782313
(MC4R); TT, AT, AA para rs9939609 (FTO); GG, AG, AA para rs7138803 (FAIM2); e CC,
CT, TT para rs4074134 (BDNF). Esses genotipos foram transformados em variaveis dummy
para os testes de regresséo linear.

Os alelos descritos como de maior risco associados a adiposidade e condi¢bes
metabolicas sdo, em cada SNP: C, A, A e C para rs17782313 (MC4R), rs9939609 (FTO),
rs7138803 (FAIM2) e rs4074134 (BDNF), respectivamente (149). Assim, gendtipos
heterozigdticos e homozigoéticos para os alelos de risco foram analisados em referéncia ao
gendtipo homozigotico de menor risco nos testes de associacao.

Genotipos homozigoticos com os alelos ancestrais estdo presentes em mais individuos
que genotipos heterozigdticos e homozigéticos com os alelos recentes, com excecdo do
rs9939609 (FTO), que apresenta seu gendtipo heterozigdtico em mais individuos (Tabela 8).

O tamanho amostral afeta diretamente a significancia dos resultados em estudos de
associacdo. Mesmo com resultados néo estatisticamente significativos na amostra, pelos valores
das médias dos marcadores de adiposidade para cada gendtipo, observa-se que com excecdo de
individuos com os gendtipos de risco do rs9939609 (FTO) e do rs7138803 (FAIM2) para 0s
marcadores razdo cintura-quadril e percentual de gordura corporal, respectivamente, individuos
com 0s outros genoétipos de risco apresentam médias maiores dos marcadores relacionados a
obesidade. Isso denota, independente de significancia estatistica, algum peso do gendtipo de
risco na susceptibilidade a maiores valores de IMC, circunferéncia da cintura, razdo cintura-

quadril, percentual de gordura corporal e consequentemente, de adiposidade.
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Tabela 8 - Médias, desvios padrdo e amostragem dos quatro marcadores de adiposidade para
cada genotipo dos quatro loci

Gen6tipo IMC (kg/m?) CC (cm) RCQ GORD C. (%)
Freq. Média / SD

TT _MC4R 313 27,80/5,20 96,57/12,67  0,94/0,08 35,68 /8,46
CT_MC4R 164 28,36/4,79 97,72 /12,11  0,93/0,08 37,09 /8,02
CC_MC4R* 24 28,83 /4,67 99,29 /12,16 0,94 /0,07 38,00/ 8,32
TT _FTO 166 28,21/5,32 97,23 /13,26  0,94/0,07 36,03 /8,32
AT _FTO 246 27,71 /4,87 96,72 /11,77  0,93/0,08 36,10/ 8,46
AA_FTO* 89 28,60 / 5,02 97,79 /12,89  0,93/0,08 37,08 / 8,00
GG_FAIM?2 252 28,22 /5,18 97,55/12,70 ~ 0,93/0,08 37,02 /8,27
AG_FAIM?2 211 27,71 /4,78 96,17/12,14  0,93/0,07 35,35/8,44
AA_FAIM2* 38 28,50 /5,61 98,97/12,63  0,95/0,07 36,23 /7,68
TT_BDNF 59 27,34 /4,78 95,71 /11,87  0,93/0,07 35,28 /9,38
CT_BDNF 152 27,35/4,57 95,65/11,76  0,93/0,08 35,58 /8,39
CC_BDNF* 290 28,53 /5,30 98,11/12,87 0,94/0,07 36,81/ 8,04

Legenda: *: Genotipos de risco; IMC: Indice de Massa Corporal; CC: Circunferéncia da Cintura; RCQ: Raz&o
Cintura-Quadril; GORD C.: Gordura Corporal; N: nimero de individuos, SD: Desvio Padréo.

Para comparar as frequéncias dos gendtipos entre a amostra de estudo e as populacdes
africana, europeia e amerindia, buscou-se da fase 3 do Projeto 1000 genomes as frequéncias
nessas populacdes de referéncia (Tabela 9).

As frequéncias na populacdo amostral dos gendtipos de risco do rs17782313 (MC4R) e
do rs9939609 (FTO) ficaram entre as populacGes de referéncia nativas e europeias. Esses
gendtipos tém sua maior frequéncia nas populac@es africanas. A frequéncia do genotipo de risco
do rs7138803 (FAIM2) na populacdo amostral também ficou entre as populacGes nativas e
europeias. No entanto, para esse genotipo de risco, a maior frequéncia € encontrada em
populagdes europeias, € a menor em populagdes africanas. Por fim, o gendtipo de risco do
rs4074134 (BDNF) foi menos frequente na populacdo amostral do que nas populagdes de

referéncia, onde as frequéncias estdo similarmente distribuidas.

Tabela 9 - Frequéncias dos genotipos na amostra de estudo e nas populacBes de referéncia
africana, europeia e amerindia



Genétipo AFR EUR AME Pa‘;lﬁ)‘;i‘fjl"
TT_MC4R 0,513 0,581 0,761 0,624
CT_MC4R 0,419 0,360 0,210 0,328

CC_MC4R* | 0,068 0,060 0,029 0,048

TT_FTO 0,256 0,372 0,548 0,332

AT _FTO 0,501 0,429 0,380 0,490
AA_FTO* 0,244 0,199 0,072 0,178
GG_FAIM2 | 0,750 0,427 0,545 0,502
AG_FAIM2 | 0233 0,469 0,386 0,422

AA_FAIM2* | 0,017 0,103 0,069 0,076
TT_BDNF 0,017 0,044 0,035 0,118
CT_BDNF 0,287 0,350 0,288 0,304

CC_BDNF* | 0,696 0,606 0,677 0,578

Legenda: *: Gendtipos de risco.

o1

Os indices de correlacGes obtidos ap6s os testes apontam correlag@es fracas entre todos

0S genotipos e os tracos relacionados a obesidade. Ndo foram detectadas associacdes

estatisticamente significativas (Tabela 10). Na analise sem a inclusdo de variaveis de correcéo,

de acordo com o coeficiente de regressao nao padronizado (), foi encontrada uma associagédo

inversa estatisticamente significativa entre o genétipo AG do SNP rs7138803 (FAIM2) e o

percentual de gordura corporal (p =-1,673).

Uma nova analise foi realizada para controlar a variacdo da amostra em ancestralidade,

idade, sexo e renda, a fim de evitar associagcdes espurias. Com os efeitos das variaveis de

controle removidos, ndo foram detectadas associagdes estatisticamente significativas. A

variavel “genotipo AG” do SNP rs7138803 (FAIM2) foi removida do modelo de regressdo com

as variaveis de controle pelo software SPSS (Tabela 11).
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Tabela 10 - Resultados de associagéo e correlacdo, assim como intervalos de confianca e valores
de p para as analises de associacdo entre 0s genotipos e os marcadores de

adiposidade
s IMC (kg/m?) CC (cm) RCQ GORD C. (%)
Genotipo n =498 n =501 n =501 n =498
B (IC 95%) / r / p-valor - sem varidveis de controle
TT _MC4R i _ i i
Ref
0,536 (-0,424, 1,106 (-1,256, -0,007 (-0,021, 1,405 (-0,169,
CT_MC4R 1,496) / 3,468) / 0,008) / 2,980) /
0,043 /0,273 0,034 /0,358 -0,043 /0,363 0,070/ 0,080
1,013 (-1,090, 2,678 (-2,511, 0,003 (-0,028, 2,321 (-1,134,
CC_MC4R* 3,117)/ 7,868) / 0,034) / 5,775) /
0,035/0,344 0,039/0,311 0,015/0,847 0,047 /0,187
TT_FTO
Ref i i i i
-0,542 (-1,542,  -0,587 (-3,048,  -0,005 (-0,020, 0,063 (-1,584,
AT_FTO 0,457)/ 1,874) / 0,010) / 1,710) /
-0,066 /0,287 -0,030 /0,640 -0,024 /0,516 0,018 /0,940
0,354 (-0,956, 0,481 (-2,738, -0,004 (-0,023, 1,039 (-1,110,
AA_FTO* 1,664) / 3,700) / 0,016) / 3,188)/
0,051/0,596 0,025/0,769 -0,004 /0,704 0,046 /0,343
GG_FAIM2
Ref i i i i
-0,538 (-1,468,  -1,433 (-3,717,  -0,003 (-0,017,  -1,673 (-3,198,
AG_FAIM?2 0,392) / 0,852) / 0,010) / -0,147) /
-0,056 /0,256 -0,064 /0,218 -0,035/ 0,640 -0,093 /0,032
0,249 (-1,480, 1,371 (-2,890, 0,015 (-0,010, -0,794 (-3,632,
AA_FAIM2* 1,978) / 5,631)/ 0,041)/ 2,044) /
0,026 /0,777 0,043 /0,528 0,059 /0,244 -0,001 /0,583
TT_BDNF ) ] ) )
Ref
-0,118 (-1,625,  -0,299 (-4,023, 0,002 (-0,021, 0,261 (-2,230,
CT_BDNF 1,389) / 3,426) / 0,024) / 2,752)/
-0,091 /0,878 -0,077 /0,875 0,040/ 0,886 0,054 /0,837
1,068 (-0,335, 2,157 (-1,309, 0,010 (-0,011, 1,488 (0,829,
CC_BDNF* 2,472) / 5,623)/ 0,031)/ 3,805) /
0,113/0,135 0,094 /0,222 0,057/0,353 0,077/0,208




TT _MC4R
Ref

CT_MC4R

CC_MC4R*

TT_FTO
Ref

AT _FTO

AA_FTO*

GG_FAIM?2
Ref

AG_FAIM2

AA_FAIM2*

TT_BDNF
Ref

CT_BDNF

CC_BDNF*

B (IC 95%) / r / p-valor - com as varidveis de controle idade, género e
renda; e as ancestralidades africana, europeia e nativa

0,530 (-0,435,
1,495) /
0,049 /0,281

0,816 (-1,302,
2,934) /
0,034 / 0,449

20,551 (-1,553,
0,451) /
20,049 / 0,280

0,392 (-0,931,
1,714) /
0,026 /0,561

1,483 (-0,875,
3,841) /
0,056 /0,217

2,807 (-2,385,
8,000) /
0,048 / 0,289

10,481 (-2,935,
1,973)/
-0,017 /0,700

0,963 (-2,269,
4,195) /
0,026 /0,558

0,001 (-0,012,
0,013)/
0,003 / 0,940

0,008 (-0,020,
0,036) /
0,026 /0,571

20,003 (-0,016,
0,010) /
-0,019 /0,678

0,003 (-0,014,
0,020) /
0,016 /0,724

0,570 (-0,598,
1,738)/
0,043 /0,338

0,809 (-1,759,
3,377)/
0,028 /0,536

0,113 (-1,103,
1,328)/
0,008 / 0,856

0,809 (-0,789,
2,406) /
0,045 /0,320

Variavel excluida do modelo de regressao linear

0,254 (-1,492,
2,000) /
0,013 /0,775

-0,145 (-1,659,
1,370) /
-0,009 / 0,851

1,018 (-0,400,
2,435)/
0,064 /0,159

0,765 (-3,511,
5,042) /
0,016/ 0,725

-0,270 (-3,994,
3,453) /
-0,006 / 0,887

2,149 (1,333,
5,630) /
0,055 /0,226

0,003 (-0,019,
0,026) /
0,013 /0,779

0,003 (-0,017,
0,022) /
0,012 /0,792

0,009 (-0,010,
0,027) /
0,042 / 0,347

0,343 (-1,775,
2,461) /
0,014 /0,750

0,287 (-1,551,
2,124)/
0,014 /0,759

1,506 (-0,212,
3,224) /
0,078 / 0,086
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Legenda: *: Gendtipos de risco; IMC: indice de Massa Corporal; CC: Circunferéncia da Cintura; RCQ: Razéo

Cintura-Quadril; GORD C.: Gordura Corporal; IC: Intervalo de Confianca.
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Tabela 11 - Resultados de associacdo e correlacdo, assim como valores de p para a anélise de
associacdo entre a variavel removida e os marcadores de adiposidade

Genotipo IMC (kg/m?) CC (cm) RCQ GORD C. (%)

Beta in / r / p-valor

-0,054/-0,054/ -0,080/-0,079/ -0,081/-0,091/ -0,014/-0,019/
0,235 0,078 0,053 0,673
Legenda: IMC: indice de Massa Corporal; CC: Circunferéncia da Cintura; RCQ: Razio Cintura-Quadril; GORD

C.: Gordura Corporal.

AG_FAIM?2

3.6.1rs17782313 (MC4R)

O rs17782313 (MC4R) foi o primeiro locus no qual mutagdes associadas a obesidade
humana hereditaria dominante foram identificadas, e foi a causa genética mais investigada da
obesidade humana, antes da era dos Genome Wide Association Studies (GWAS, em portugués,
Estudos de Associacdo de Amplo Genoma).

Este polimorfismo foi associado ao aumento do IMC e da circunferéncia da cintura
(150), resisténcia a insulina (151), diabetes mellitus tipo 2 e ingestao de lipidios (152). Além
disso, a presenca do alelo de risco (C) mostrou uma relacdo com a ingestdo alimentar nédo
controlada (153).

Anteriormente, o polimorfismo rs17782313 (MC4R) foi associado a variaveis de
obesidade em populac@es asiaticas e europeias (20,154,155). No entanto, esses resultados ndo
foram encontrados em uma coorte de africanos e asiaticos orientais (156,157).

Em uma meta-andlise de 15 estudos de associacdo do genoma com o IMC, que envolveu
32.387 participantes e acompanhou seus principais efeitos em 14 coortes adicionais envolvendo
59.082 participantes, foi confirmada uma associacéo do rs17782313 (MC4R) com uma maior
incidéncia (2 % a mais que o alelo ancestral de baixo risco) do alelo mutante em maiores valores
de IMC (20).

Mais recentemente, Yu et al. (158) observaram em uma meta-analise que o gene mutante
do rs17782313 (MC4R) é um fator de risco para obesidade. Eles ndo encontraram uma conexao
significativa do genotipo heterozigoto com a obesidade.

Uma das explicagcdes para que no presente estudo ndo se tenha achado associacéo
estatisticamente significativa desse locus com marcadores relacionados a obesidade pode estar

no fato de que ele estd mais associado a obesidade na infancia do que na idade adulta (159).



55

Hardy et al. (159) genotiparam variantes no gene MC4R (rs17782313) em 1.240 homens
e 1.239 mulheres nascidos em 1946 na Gra-Bretanha, participantes da Pesquisa Nacional de
Saude e Desenvolvimento (Medical Research Council). O SNP mostrou associa¢des mais fortes
com a massa total do que com o IMC. Sua associa¢cdo com a massa aumentou durante a infancia
e adolescéncia, atingiu o pico na idade de 20 anos, e enfraqueceu durante a idade adulta.
Concluiu-se que as variantes genéticas no MC4R mostraram mudangas bifasicas semelhantes
em suas associacdes com IMC e peso, respectivamente, fortalecendo durante a infancia até a
idade de 20 anos e enfraquecendo com o aumento da idade adulta.

O presente estudo néo identificou associacéo estatisticamente significativa entre o0 SNP
e as medidas relacionadas a obesidade em uma amostra de populacédo brasileira. Da Fonseca et
al. (160) observaram resultados semelhantes. Eles ndo observaram associacdo entre o
polimorfismo e obesidade em uma coorte de 490 individuos do Brasil. Grant et al. (13)
encontraram resultado semelhante, em que nenhuma associacdo foi observada entre o
rs17782313 (MC4R) e obesidade em individuos afro-americanos. Esses achados sugerem que
a influéncia desse polimorfimo no risco de obesidade pode ser dependente do grupo étnico, e

de diferentes caracteristicas ambientais, culturais e sociais.

3.6.2 19939609 (FTO)

As associacfes do gene FTO com a gordura corporal e caracteristicas relacionadas a
obesidade foram identificadas por diferentes investigagfes (118,161-163).

Estudos apontam que sua associacdo pode ser género-especifica, como em um trabalho
recente onde foram investigados portadores homens do alelo de risco do rs9939609 (FTO), que
tinham massa corporal, IMC, RCQ e circunferéncias da cintura e quadril isoladas
significativamente maiores do que os homens sem esse alelo de risco. Eles também foram mais
frequentemente diagnosticados com obesidade com base no IMC e na circunferéncia da cintura.
Essa influéncia ndo foi observada em mulheres. Os resultados apontam entdo uma associacéo
masculino-especifica entre o polimorfismo do FTO e caracteristicas de obesidade (164).

Manco et al. (165), por sua vez, identificaram associagédo entre o0 rs9939609 (FTO) e
obesidade ou indices de gordura corporal em adolescentes do género feminino, mas ndo do
género masculino.

O papel das variantes do FTO sobre o risco de obesidade é consistente em estudos com

individuos de ascendéncia europeia (161). No entanto, aparentemente, ndo esta associado ao
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risco de obesidade em populagbes afro-americanas, chinesas Han e nativas-oceanicas
(162,166,167).

No presente estudo, ndo foi encontrada associacéo estatisticamente significativa entre
esse SNP e os parametros relacionados a obesidade, como sugerem outros trabalhos. Outros
estudos analisaram a relacdo entre o polimorfismo rs9939609 (FTO) e a susceptibilidade a
obesidade no Brasil. Reuter et al. (168) estudaram a associa¢do entre esse polimorfismo e o
risco de sobrepeso/obesidade em uma amostra de jovens do sul do Brasil. Eles observaram que
0 19939609 (FTO) estava associado ao IMC e a circunferéncia da cintura. Pereira et al. (169)
realizaram um estudo semelhante com criangas. No entanto, eles ndo encontraram essa
associacéo.

Ramos et al. (170) investigaram a contribuicdo desse polimorfismo no risco de
obesidade morbida. Eles analisaram 239 individuos de Minas Gerais, na regido sudeste do
Brasil. Seus resultados sugeriram que a presenca do alelo de risco do rs9939609 (FTO)
aumentou o risco de obesidade. Mais recentemente, Da Fonseca et al. (160,171) observaram
que esse SNP desempenha um papel significativo na predisposicdo de maior massa corporal,
IMC e obesidade grave em uma amostra da populacdo brasileira. Os resultados conflitantes
podem ser explicados por diferencas nas condicGes sociais e culturais dos individuos, como
renda e habitos alimentares.

3.6.3 rs7138803 (FAIM2)

A relacdo dos alelos de risco do rs7138803 (FAIM2) com a obesidade foi confirmada e
identificada por Corella et al. (121), onde novas e consistentes associagdes com a frequéncia
cardiaca, em particular em individuos com diabetes do tipo 2 foram encontradas.

O presente estudo é o primeiro em uma amostra populacional brasileira a investigar a
associacao do rs7138803 (FAIM2) com marcadores de adiposidade relacionados a obesidade.
Embora ndo se tenha observado associagdo estatisticamente significativa nesta amostra
populacional, autores sugerem que ha associacdo desse polimorfismo com IMC, circunferéncia
da cintura e acumulacdo de gordura, principalmente em populacdes europeias e asiaticas
(120,172,173). Esses achados contrastantes provavelmente se devem a diferengas significativas
nos componentes étnicos, ambientais, sociais e culturais ao longo dos continentes.

Recentemente, na populacéo chinesa Han, Kang et al. (120) identificaram associag0es

diretas com o aumento do IMC, presséo arterial diastolica e triglicerideos. No entanto, na
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mesma populagdo Han, Li et al. (174) ndo detectaram nenhum efeito significativo do rs7138803
(FAIM2) na obesidade. Outro estudo mostrou que esse polimorfismo estava associado a
regulacao da adiposidade em individuos chineses Han e europeus (173).

Em europeus, a variante rs7138803 (FAIM2) parece contribuir para a variacdo na
morfologia e composicdo corporal em espanhdis. No entanto, as variantes genéticas no gene
FTO, que foram consideradas muito associadas a obesidade em popula¢fes com ancestralidade
europeia, ndo desempenharam um papel importante na regulacdo da adiposidade entre a
amostra espanhola estudada (172).

Thorleifsson et al. (112) descobriram que o rs7138803 (FAIM2) estava associado ao
IMC e a obesidade com base em estudos de GWAS em individuos de ancestralidade europeia.
Subsequentemente, um estudo replicado mostrou que esse SNP estava significativamente

associado a obesidade na populacéao chinesa (175).

3.6.4 rs4074134 (BDNF)

Por meio de GWAS, sete SNPs localizados préximos ou dentro do BDNF, incluindo o
rs4074134, tiveram associagdes significativas a maiores valores de IMC e massa total (112).

Até agora, poucos estudos investigaram o rs4074134 (BDNF), e a maioria deles foi em
populacdes asiaticas. Han et al. (176) encontraram uma associacdo entre esse polimorfismo e a
reducdo de IMC, circunferéncia da cintura, glicose, insulina e risco de diabetes tipo 2 na
populagéo chinesa Han. Liu et al. (177) Identificaram associa¢do do rs4074134 (BDNF) com
maiores valores de IMC, em uma populacao rural da China. Em uma populacdo japonesa, Hotta
et al. (156) observaram que esse polimorfismo, assim como SNPs nos genes FAIM2 e MC4R,
estavam marginalmente associados a susceptibilidade a obesidade. Estes autores sugerem que
alguns SNPs identificados por GWAS como associados a obesidade em individuos de origem
europeia também conferem susceptibilidade a obesidade em individuos japoneses.

No presente estudo, ndo foi observada associacdo entre o rs4074134 (BDNF) e as
medidas relacionadas a obesidade. No Brasil, Da Fonseca et al. (160) ndo observaram
associacdo entre o polimorfismo e obesidade. A disparidade dos resultados nas populacdes
brasileira e asiatica pode ser explicada por diferengas na composi¢cdo genética das populacbes
e nos critérios de selegdo dos individuos. Como a maioria dos estudos que investigam a relacdo
entre rs4074134 (BDNF) e obesidade foi realizada em populagGes asiaticas, ainda hd muito a

ser esclarecido em populacdes de outros continentes.



58

Vale ressaltar a importancia de diversos aspectos ambientais, culturais e sociais em
andlises de associacao entre fatores genéticos, doencas e caracteristicas metabolicas. O tamanho
amostral também reflete em grande impacto na interpretacdo e conclusdo desses resultados de
associacdo. Caso haja efeito significativo de associacdo na populacéo, a capacidade de deteccédo
desse efeito seria mais elevada em um maior tamanho amostral. Entretanto, mesmo com a
limitacdo de amostragem reduzida, caso houvesse tais efeitos elevados da genética nos
marcadores relacionados a obesidade nesta populacéo, os resultados observados de correlacao
e associacdo se revelariam mais fortes.

Particularmente, o aumento da adiposidade e consequente obesidade é uma condicao
complexa em que muitos fatores estdo envolvidos, singular ou simultaneamente. Outros
polimorfismos genéticos, como também fatores antropoldgicos externos a genética como
habitos alimentares, exercicio fisico, dieta, renda e organizacdo social apresentam uma grande
interacdo no desencadeamento da obesidade. Sabe-se que fatores genéticos sdo responsaveis
pela susceptibilidade, mas os fatores externos sdo primordiais para o desenvolvimento da
condicdo. Faz-se importante também o crescente esforco para estudos de associacdo em
populacdes de diferentes caracteristicas populacionais, miscigenatérias e de ascendéncia
biogeografica, para se entender melhor como essas associa¢des genéticas a condigdes de satde
séo reveladas, de diferentes formas.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos durante o desenvolvimento desta dissertacao permitiram

alcancar as seguintes conclusdes:

. A populacdo estudada apresenta proporgdes de ancestralidade majoritamente europeia,

seguida de africana e por ultimo amerindia, estimadas através da analise pelos 46 AIM-InDels.

. Todos os genotipos descritos para 0s SNPs rs17782313-MC4R (T > C), rs9939609-FTO
(T>A), rs7138803-FAIM2 (G > A) e rs4074134-BDNF (C > T) foram detectados na populacéo

amostral.

. A populacdo estudada apresenta desvio ao Equilibrio de Hardy-Weinberg, o que indica
subestruturagdo genética.

. N&o se observaram associacdes estatisticamente significativas entre a ancestralidade e

os marcadores de adiposidade.

. Nenhuma associagéo estatisticamente significativa foi observada entre os quatro loci

genéticos descritos como associados a obesidade e os marcadores de adiposidade.

. Os valores de baixa correlagédo e associacdo obtidos podem ser explicados pelo fato de
fatores genéticos serem responsaveis apenas pela susceptibilidade a um aumento na adiposidade
e a obesidade e suas consequéncias, enquanto que o desenvolvimento se da principalmente por

fatores ambientais, sociais e culturais.
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